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1.1 La Diabetis Mellitus tipus I  
 
La Diabetis mellitus tipus 1 (T1D) és una malaltia crònica que es produeix com 
a conseqüència de la destrucció selectiva de la cèl·lula β dels illots pancreàtics 
ó de Langerhans, mediada pel sistema immune, i que comporta una absoluta 
deficiència d’insulina (insulinopènia). La classificació etiològica actual de la 
Diabetis Mellitus tipus 1 distingeix entre la diabetis tipus 1a (autoimmune-T1D) i 
la tipus 1b (no mediada pel sistema immune), una forma encara poc definida 1 . 
A partir d’aquí ens referirem a la diabetis tipus 1a. La prevalença mundial de la 
Diabetis Mellitus l’any 2011 segons la IDF (International Diabetes Federation) 
és de 366 milions i s’estima que aquest valor augmentarà fins a 552 milions 
l’any 2030 amb una prevalença comparativa del 7,7%. De tots els individus 
amb diabetis, només el 10-15% estan diagnosticats com a T1D. La incidència 
de la T1D està augmentant a nivell mundial i s’estima que 90000 nens són 
diagnosticats anualment 2. A l’Estat Espanyol un estudi reporta una prevalença  
(95% CI) ajustada per edat i sexe del 13,8% tot i que cal destacar que aquest 
mateix estudi senyala que un 30% de la població analitzada té alguna alteració 
en el metabolisme de la glucosa 3. Aproximadament un 40% de les persones 
amb T1D desenvolupen la malaltia abans dels 20 anys, i aquest fet la 
converteix en una de les malalties infantils cròniques més comuns. La 
prevalença de la T1D en nens menors de 15 anys varia d’un 0.05 fins a un 
0.3%, valor observat en la majoria de poblacions europees (0.2% en el cas de 





La T1D, al contrari que la majoria de malaltes autoimmunes, afecta per igual 
homes i dones, tot i que sembla que hi ha un lleuger increment en el grup dels 
homes respecte les dones en l’incidència dels grups que debuten en edats 
tempranes. Addicionalment, la incidència de la T1D varia en funció dels canvis 
estacionals, essent més elevada a l’octubre i l’hivern i inferior en els mesos 
estivals 5.  
La incidència de la T1D té una gran variabilitat geogràfica. Escandinàvia 
(60/100000 per any a Finlàndia) i la illa de Sardenya (40/100000 per any) tenen 
els índexs d’incidència més elevats del món mentre que les poblacions 
orientals com la Xina, Índia o altres països com Veneçuela, tenen una 
incidència de només 0.1/100000 per any. Ratis de més de 20 casos per 100000 
per any s’han observat en països com Suècia, Noruega, Gran Bretanya, 
Canadà i Nova Zelanda 6–8. Estudis realitzats a l’Estat Espanyol detecten una 
incidència de la T1D de 10-12/100000 casos per any 3. Per altra banda, la 
incidència de la T1D està augmentant ràpidament a nivell mundial, amb una 
ràtio del 3-5% anual. Tot i això cal destacar que l’augment en la incidència de la 
malaltia no és igual en els diferents grups d’edat. La mitjana d’edat al debut ha 
disminuït en les darreres dues dècades 7,9. De fet, sembla que existeixen dos 
pics de presentació de la malaltia, un entre els 5 i els 7 anys i l’altre proper a la 
pubertat 10. L’augment anual de casos de T1D entre els anys 1983 i el 2003 ha 
sigut d’un 5,4% en nens d’entre 0 i 4 anys d’edat, i la previsió és que en aquest 
grup d’edat hi hagi un augment de la incidència que arribi a doblar els casos de 
T1D fins a l’any 2020 7. Estudis com l’EURODIAB ACE Study Group (2000) i el 





la incidència en el grup de nens de 5-7 anys en països amb incidències ja 
històricament elevades com és el cas de Noruega. 
Tot i que la T1D ha estat sempre considerada com una malaltia infantil, hi ha 
estudis epidemiològics que demostren que en adults, la incidència d’aquesta 
malaltia és comparable 6,11. En concret, l’estudi realitzat per un grup belga 
demostra com la incidència  de T1D és similar en els dos grups d’edat estudiats  
(0-14 anys: 11.8/100,000; 15-39 anys: 8.9/100,000). A més a més, aquest 
estudi detecta una menor prevalença dels símptomes aguts, cetonúria, 
genotips HLA-DQ d’alt risc i autoanticossos (aac) contra la insulina, les cèl·lules 
de l’illot i l’IA2 així com una major prevalença dels aacs contra la GAD65 en el 
individus diagnosticats de T1D que pertanyen al grup d’edat compresa entre 15 
i 39 anys respecte als individus del grup d’edat compresa entre 0 i 14 anys que 
desenvolupen la malaltia 6.  
El model d’història natural de la T1D suggereix que els individus genèticament 
susceptibles amb un nombre fixe de cèl·lules β estan exposats a uns factors 
ambientals desencadenants que indueixen els processos d’autoimmunitat.  
Aquest model preveu l’existència de diferents estadis que començarien amb un 
procés d’autoimmunitat sense l’existència de la malaltia clínica declarada 
(prediabetis), període durant el qual es produeix un defecte progressiu de la 
secreció d’insulina i finalment el debut clínic de la malaltia (Fig.1). 
Posteriorment, existeix una fase de remissió transitòria i finalment la diabetis 
establerta, període en el qual es poden detectar diverses complicacions, tant de 










Figura 1. Model actual proposat per explicar el procés d’història natural de la diabetis 
tipus 1A. Aquest model inclou la informació obtinguda gràcies a un millor coneixement 
de la genètica, immunologia i efectes ambientals en la història natural de la T1D (Adaptat 
a partir d’Atkinson i Eisenbarth 2001). 
 
 
En la majoria dels pacients, no es coneix l’etiologia del procés autoimmune i de 
la destrucció de la cèl·lula β però se sap que aquests processos estan mediats 
per macròfags i per limfòcits T i que existeixen aacs detectables contra diversos 
antígens de la cèl·lula β. De fet, l’autoimmunitat es defineix per la presència 
d’aacs ja que la seva detecció és molt més senzilla i es troba molt més 








La durada de la fase preclínica autoimmune és variable arribant en alguns 
casos fins a 13 anys 12,13. En els individus amb aacs persistents es produeix 
primerament una pèrdua de la secreció pulsàtil espontània d’insulina, una 
progressiva reducció de la resposta aguda d’insulina als nivells de glucosa 
intravenosa, seguida d’una reducció de la resposta a altres segretagogs, una 
intolerància a la glucosa oral i hiperglucèmies en dejú 14.  
Els primers estudis en familiars de primer grau 13,15,16 i en nens sense història 
familiar de diabetis 17–19  van detectar una “remissió” dels aacs contra l’illot 
(ICA) d’entre un 10 i un 78%.  Estudis més recents però, suggereixen que 
mentre els títols dels aacs específics contra l’illot poden variar, és força 
infreqüent una “remissió” d’aquests en individus on han estat detectats dos o 
més  aacs durant, fins i tot, un breu període de temps 20. Per altra banda, hi ha 
individus on hi pot haver una desaparició de l’autoimmunitat b cel·lular o altres 
on tot i la presència d’aacs no es produeix una progressió cap a la diabetis 
degut a una penetrància incompleta de la susceptibilitat genètica o a una 
insuficient exposició a factors ambientals. L’edat també pot jugar un paper 
important ja que s’ha observat que els nens menors de 10 anys tenen un risc 3 
vegades superior a desenvolupar la malaltia a partir de l’autoimmunitat 
comparat amb el risc que tenen grups d’edats superiors 21.  Per altra banda, 
l’autoimmunitat contra la cèl·lula b pot desaparèixer i reaparèixer degut a 








1.1.1 Genètica de la T1D  
 
Existeixen un gran nombre d’evidències que indiquen la influència de diversos 
factors genètics en la susceptibilitat i resistència al desenvolupament de la T1D. 
Tot i que una proporció considerable de pacients afectes de T1D no tenen una 
història familiar de diabetis, existeix una relació familiar significativa amb una 
prevalença mitja del 6% entre germans comparada amb el 0.4% en població 
general caucàsica. Un altre tipus de susceptibilitat és depenent del grau 
d’identitat genètica amb l’individu afectat per la malaltia. El risc més elevat de 
desenvolupar T1D s’observa en bessons monozigòtics (30% aproximadament) 
tot i que un estudi recent que realitzava un seguiment a llarg termini suggereix 
que aquest percentatge podria ser superior 2 seguit pels familiars de primer 
grau amb un risc aproximat del 5% 22.  
Els primers articles que parlen de susceptibilitat genètica de la T1D daten del 
1973 23 i la relacionen ja amb la  regió HLA (Human leucocyte Antigen). Tot i 
que des d’aleshores s’han trobat 40 loci genètics associats a la T1D en 
diferents estudis realitzats, la regió HLA, amb els seus múltiples gens i l’alt 
polimorfisme als seus loci, continua sent la regió que més contribueix en la 
susceptibilitat genètica de la T1D amb “odds ratios” (ORs)  que van de 0,22  
fins a 11 per haplotips DR-DQ específics 24.  
El locus de susceptibilitat de més importància per al desenvolupament de la 
T1D es troba a la regió HLA (Human leucocyte Antigen) de classe II situada al 
braç curt del cromosoma 6 (IDT1D) 25. El locus determinant de susceptibilitat 
més important detectat fins a l’actualitat és el HLA-DQ. Els al·lels HLA DR4 i 





(depenent de l’edat i el gènere) dels pacients afectes són heterozigots 
DR3/DR4. El genotip DR3/DR4 comporta el risc més elevat per al 
desenvolupament de la T1D seguit pels genotips homozigots DR4 i DR3, 
respectivament 26. Els al·lels HLA DRB1*0401, *0402 i *0405 amb 
DQA1*0301-DQB1*0302 (també anomenat DQ8) estan associats a un alt risc 
per al desenvolupament de T1D, mentre que DRB1*0403 amb els mateixos 
al·lels DQ confereixen a l’individu un genotip protector. Un altre haplotip d’alt 
risc força freqüent és l’HLA DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201 també 
anomenat DQ2 27. Aproximadament el 90% dels individus afectes de T1D tenen 
DQ2 o DQ8, comparat amb el 40% en població general. A més a més, el 35% 
dels pacients dels USA afectes de T1D són “DR3/DR4,DQ2/DQ8” heterozigots 
comparat amb el 2.4% de la població general. El fet que certs haplotips 
confereixin protecció enfront el desenvolupament de la malaltia és una 
característica única que diferencia la T1D de la resta de malalties autoimmunes 
(Taula 1).  
 
HLA-DR DQA1 DQB1 DRB1 Susceptibilitat 
DR2 0102 0602 1501 Protector 
DR2 0102 0502 1601 de predisposició 
DR2 0103 0601 1502 Neutre 
DR3 0501 0201 0301 Alt risc 
DR4 0301 0302 0401 Alt risc 
DR4 0301 0302 0402 de predisposició 
DR4 0301 0302 0403 Neutre 
DR4 0301 0302 0404 de predisposició 
DR4 0301 0302 0405 Alt Risc 
DR4 0301 0301 0401 Neutre 
DR4 0301 0303 0401 Neutre 
DR7 0201 0303 0701 Protector 
DR6 0101 0503 1401 Protector 
 





Els aacs contra l’illot en el moment del diagnòsitc de la T1D s’han sempre 
associat amb el haplotips HLA-DR-DQ. L’estudi TEDDY senyala que els nens 
homozigots per HLA-DR3-DQ2 tenen aacs conta la molècula de GAD com a 
primer aac, mentre que els nens amb l’haplotip HLA-DR4-DQ8 tenen la 
tendència a tenir els IAA com a primer aac 28. La possibilitat que altres 
molècules HLA tipus II contribueixin en l’activació inicial de l’autoimmunitat 
contra la cèl·lula β no es pot excloure ja que estudis recents de next generation 
sequencing han revelat que HLA-DRB3, HLA-DRB4 i HLA-DRB5 podrien estar 
associades amb els aacs contra la cèl·lula β i l’augment del risc a desenvolupar 
la T1D 29. 
Altres loci associats ja amb anterioritat amb el risc a desenvolupar T1D són 
INS, PTPN22, CTLA4 i  IL2RA tot i que existeixen altres gens candidats com 
IL10, IL9, IL20, GLIS3, CD69 i IL27 identificats en estudis recents the genome-
wide association 28.  
Tot i que la funció d’aquests gens en termes de resposta immune és ben 
coneguda la seva contribució específica en la patogènesis de la T1D segueix 
sent una incògnita. La hipòtesi més acceptada actualment és que aquestes 
molècules a través dels pèptids als quals s’uneixen i presenten  als limfòcits T 
determinen el risc tot i influenciant la selecció tímica dels limfòcits T i/o la 
presentació antigènica perifèrica. Aquesta hipòtesi ha estat estudiada en 
models animals que expressen al·lels HLA de classe II humans com per 
exemple, el model de ratolí transgènic per l’al·lel DQ8 humà amb expressió a 
cèl·lula b de la molècula coestimulatòria B7-1 30. El fet que s’hagi detectat 
expressió ectòpica de la insulina i altres antígens de l’illot en el timus humà 31 





antígens propis així com la deleció o selecció positiva dels limfòcits T implicats 
en el desenvolupament de la diabetis podrien estar afectats a la T1D.  
La T1D és una malaltia heterogènia i poligènica amb un nombre força elevat de 
locus diferents dels HLA identificats, uns 20 aproximadament, que 
contribueixen a la susceptibilitat genètica. Tot i així només es coneix la funció 
de dos d’ells, l’IDDM2 i l’IDDM12. L’IDDM2 es troba format per un nombre 
variable de repeticions en tàndem (VNTR) localitzades aproximadament 0.5 kb 
a 5’ del gen de la insulina al cromosoma 11p15 32–34. Hi ha tres mides principals 
de VNTR: classe I (26-65 repeticions), classe II (aproximadament 80 
repeticions) i classe III (140-200 repeticions). L’Homozigosi per a la classe I 
determina un alt risc per al desenvolupament de la T1D mentre que la classe III 
té un efecte protector dominant 35. Una hipòtesi de com aquests polimorfismes 
podrien influenciar el desenvolupament de la T1D està basada en el treball de 
Bennet et al. 35 on es va trobar una associació entre l’al·lel de classe III i un 
augment de l’expressió del RNA missatger de la insulina al timus. Per altra 
banda, estudis en models animals han demostrat que una elevada expressió de 
la insulina al timus comporta una selecció negativa de les cèl·lules T 
autoreactives específiques per a la insulina 36. L’IDDM12 és un locus associat 
al desenvolupament de diabetis en algunes poblacions 37,38 situat al 
cromosoma 2q33. Aquesta regió cromosòmica conté els gens CTLA-4 (limfòcit 
T citotòxic associat-4) i CD28 així com el locus putatiu idd5 a ratolins NOD 37. 
Els gens CTLA-4 i CD28 codifiquen per dues molècules íntimament 
relacionades a l’activació i proliferació de cèl·lules T. CTLA-4 és un receptor co-
estimuladora amb acció negativa o repressora que s’expressa a cèl·lules T 





cèl·lules presentadores d’antigen tot i limitant la resposta de les cèl·lula T. El 
polimorfisme A/G situat al primer exó de la molècula comporta un canvi 
d’aminoàcid (Thr/Ala) amb una transmissió diferencial en germans afectes de 
T1D 37.  
 
1.1.2 Factors ambientals en la T1D. 
 
Tot i els nombrosos estudis existents, no s’ha pogut determinar l’existència de 
cap factor ambiental universal causant de la T1D. Actualment els factors 
ambientals  més estudiats com a possibles candidats es poden classificar en 
tres grups 39–41: 
- infeccions virals (ex. coxsackievirus i citomegalovirus) 
- factors de la dieta  
- toxines (ex. nitrats, nitrits o nitrosamines) 
De tota manera, existeixen altres factors no genètics que podrien modificar el 
desenvolupament de la malaltia com són l’administració de vacunes, l’estrès 
psicològic o bé les influències climàtiques.  
Existeixen diversos estudis prospectius (BABYDIAB, DAISY, DIPP, PANDA...) 
en nens que desenvolupen acs anti-illot pancreàtic i eventualment diabetis que 
tenen com a finalitat, entre d’altres, ajudar a aclarir el possible efecte dels 
factors ambientals en el desenvolupament de la malaltia en els infants.  
Fins ara, només s’ha trobat una associació clara entre una infecció viral i el 
desenvolupament de la T1D en el cas de nens que han sofert una infecció per 
rubella congènita 42,43. Alguns estudis han trobat associacions entre  infeccions 





aquests resultats no han pogut ser confirmats per altres autors 47,48. L’estudi 
prospectiu DIPP (Finnish Type I Diabetes Prediction and Prevention project) ha 
revelat una alta freqüència d’infeccions per enterovirus en nens en el moment 
de l’aparició dels Aacs anti-illot respecte nens de la mateixa edat sense signes  
d’autoimmunitat 49. 
Entre els diferents factors candidats de la dieta que podrien influenciar l’aparició 
de l’autoimmunitat de l’illot i la T1D es troben un curt període d’alletament 
matern, la introducció en l’alimentació de proteïnes de la llet de vaca durant els 
primers mesos de vida així com la introducció primerenca de cereals. Alguns 
autors han suggerit que l’alletament matern podria protegir el nadó del 
desenvolupament de la T1D 50 mentre que la introducció primerenca de llet 
suplementària podria promoure el desenvolupament d’aacs contra l’illot 
pancreàtic i la T1D 51–53. Estudis prospectius amb neonats de risc com l’estudi 
finlandès TRIGR (Trial to reduce IDDM in the genetically at risk) realitzat en 230 
nadons no han pogut demostrar un augment del risc a desenvolupar aacs 
contra l’illot en aquells nadons que van rebre proteïnes de llet de vaca ja des 
dels primers mesos de vida 54–56. Un altre factor candidat és la introducció 
primerenca de cereals en la dieta dels nadons. Els resultats de dos estudis 
suggerien que el risc a desenvolupar aacs contra l’illot es trobava augmentat en 
aquells nadons que havien estat exposats a les proteïnes dels cereals, i 
particularment al gluten, a una edat molt primerenca 57,58. Per tal de confirmar 
aquests resultats es van iniciar dos estudis anomenats BABYDIAB and 
BABYDIET que pretenien determinar la influencia del retardament en la 
introducció del gluten en la dieta en el desenvolupament d’aacs contra l’illot en 





mostrar associació només amb una exposició precoç al gluten 56. Una dada que 
donaria suport al possible efecte del gluten com a factor ambiental  en el 
desenvolupament de la T1D seria l’estudi realitzat per Pastore i col·laboradors 
entre familiars amb alt risc pel desenvolupament de la T1D on es demostra que 
una dieta exempta de gluten millora la secreció d’insulina en aquests 
individus59.  
La Vitamina D s’ha postulat com un possible factor protector degut al seu paper 
actiu en la regulació del sistema immune així com en les vies metabòliques 
rellevants en la diabetis. Malgrat l’interés en estudiar els efectes d’un suplement 
en Vitamina D com a possible mecanisme de prevenció en el desenvolupament 
de l’autoimmunitat de l’illot i la T1D, els estudis realitzats en cohorts des del 
naixement no donen evidències que recolzin aquesta hipòtesis 56. 
Evidències circumstancials suggereixen una connexió entre la T1D i el consum 
de menjar i beguda que continguin nitrats, nitrits o nitrosamides 60–63. Per altra 
banda, els resultats obtinguts en un estudi realitzat a Holanda 64 no poden 
confirmar que els nivells de nitrat habituals a l’aigua de beguda tinguin cap 
influència en el risc a desenvolupar la T1D tot i que no exclouen un possible 
efecte del nitrat en el desenvolupament de la T1D quan aquesta toxina es troba 
a concentracions superiors a 25 mg/l.  
 
Existeixen especulacions per les quals les vacunes podrien ser un agent 
desencadenant de l’autoimmunitat, però no s’han pogut trobar associacions 
entre vacunes i l’autoimmunitat contra l’illot o la T1D. Un meta-analysis recent 
de 23 estudis investigant 16 vacunacions va concloure que les vacunes infantils 





Fins a l’actualitat, els factors ambientals han estat considerats factors que 
podien desencadenar el desenvolupament de la T1D en individus amb una 
predisposició genètica. Una visió més moderna de la influència dels factors 
ambientals en el desenvolupament de la T1D seria donar-los una funció com a 
modificadors de la patogènesi de la malaltia i no pas com a factors 
desencadenants d’aquesta. Observacions tant en humans com en models 
animals donen suport a aquesta teoria on la penetrància i l’expressió  
d’aberracions immunitàries heretables (com la T1D) juntament amb defectes 
inherents en els òrgans diana, estarien afectades per múltiples factors 
ambientals com agents infecciosos, factors de la dieta, toxines... així com nous 
tipus de variables (vacunacions, accés a l’assistència sanitària,...). Un exemple 
que donaria suport a aquest model són els resultats de diversos estudis on 
s’observa que el fet d’haver patit diverses infeccions durant els primers anys de 
vida està associat a un risc reduït pel desenvolupament de la T1D 65–67. Per 
altra banda, s’ha observat un risc augmentat de desenvolupament de T1D en 
nadons que han sofert infeccions perinatals. Totes aquestes observacions han 
portat al desenvolupament d’una teoria per la qual les infeccions influirien en el 
desenvolupament del sistema immune depenent del període en el qual es 
produeixen. D’aquesta manera, més que l’exposició a un agent concret, els 
factors ambientals podrien actuar promovent o atenuant la malaltia durant els 
diferents períodes del seu desenvolupament, amb un efecte que dependria de 
la quantitat i la durada d’aquestes exposicions. Aquest model podria explicar, 
en part, l’augment de freqüència de la T1D en els últims trenta anys, un 
augment que ha coincidit amb l’augment de l’assistència sanitària així com de 





1.1.3 Fenòmens d’autoimmunitat cel·lular i humoral a l’illot 
 
La T1D és una malaltia que es caracteritza per la destrucció progressiva de la 
massa β cel·lular dels illots pancreàtics. Aquesta destrucció selectiva es pot 
definir com una malaltia mediada pel sistema immune ja que hi han estudis que 
demostren l’efecte protector dels immunosupressors en la destrucció de la 
funció residual de la cèl·lula β en debuts recents de T1D 68. 
En el moment del debut clínic de la T1D entre el 60 i el 80% dels illots són 
deficients en cèl·lula β i poden estar infiltrats per cèl·lules mononuclears 69, 
infiltració inflamatòria que es produeix principalment al voltant de les cèl·lules 
de l’illot que contenen insulina. Diversos estudis realitzats en altres malalties 
mediades pel sistema immune com l’esclerosi múltiple o l’artritis reumatoide 
han demostrat que molts dels components de la resposta inflamatòria com els 
macròfags, cèl·lules dendrítiques, cèl·lules T CD4+ i CD8+, així com mediadors 
dels processos d’inflamació en forma de citocines, radicals d’oxigen i d’òxid 
nítric, prostaglandines, factors del complement,....contribueixen al procés de 
destrucció del teixit. En el cas de la T1D diversos estudis in vitro i en models 
animals destaquen la importància dels mediadors inflamatoris en aquest procés 
70–72.  Així doncs, combinacions de les diferents citocines proinflamatòries IL-1b, 
IFNg, TNFa i IL-6 són sinergísticament citotòxiques per a la cèl·lula b ja que 
provoquen una combinació de necrosi i apoptosi a la massa b cel·lular dels 
illots de la majoria de rosegadors mentre que l’efecte sobre la cèl·lula b dels 
illots humans i de ratolins NOD és bàsicament degut a la inducció de processos 
d’apoptosi. Aquestes citocines pro inflamatòries apareixen ja a l’inici de la 





que la presència dels seus antagonistes protegeix contra el desenvolupament 
de la diabetis en aquests models 70. A més a més, existeix amplia informació 
sobre els efectes dels radicals lliures d’oxigen i d’òxid nítric sobre la cèl·lula b 
gràcies a estudis realitzats tan en cèl·lules infiltrades com en cèl·lules on la 
presència de citocines indueix l’expressió específica dels enzims que generen 
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Un dels models d’inflamació del procés de patogènesi de la T1D és el proposat 
en la figura 2. El model suggereix que factors ambientals, principalment en 
forma de virus o apoptosi espontània, induirien la mort b-cel·lular i la posterior 
presentació d’antígens per molècules MHC (complex major 
d’histocompatibilitat) de classe I de la cèl·lula b. Aquests antígens presentats 
en el context de l’ MHC de classe I serien reconeguts per les cèl·lules T CD8+ 
que causarien un dany b cel·lular limitat via citocines citotòxiques com l’IFNg o 
TNFa o bé a través del sistema perforina/granzima.  
Alguns dels components de la cèl·lula b alliberats, com la insulina o formes 
immadures glicosilades de GAD que no haurien estat prèviament “detectats” 
pel sistema immune serien capturats per les cèl·lules dendrítiques circulants 
presents als illots que els transportarien fins als nòduls limfàtics pancreàtics on 
els antígens serien processats i presentats a les cèl·lules T CD4+. Després de 
l’expansió clonal de les cèl·lules T CD4+ i la seva polarització vers el fenotip 
Th1 aquestes es dirigirien cap als illots tot i seguint les traces dels gradients 
quemotàctics i de molècules d’adhesió endotelials induïts per la resposta 
inflamatòria primerenca provocada per les cèl·lules T CD8+. Les cèl·lules T 
CD4+ activades reclutarien i activarien cèl·lules inflamatòries tan específiques 
com no específiques que contribuirien a la formació de l’infiltrat inflamatori. La 
destrucció de la cèl·lula b s’iniciaria per la presència de citocines que actuarien 
induint els processos de senyalització proapoptòtica a la cèl·lula b i/o induint 
l’expressió de Fas, de manera que la cèl·lula b quedaria marcada per al seu 
reconeixement per part de les cèl·lules T CD4+ activades que expressin el 





la cèl·lula b amb el seu lligand FasL a les cèl·lules T activades, provocaria la 
mort de les cèl·lules b.  
En els anys que precedeixen el debut clínic de la T1D existeixen molts canvis al 
sistema immune i al metabolisme que poden ser detectats en sang perifèrica 73. 
Els canvis immunològics inclouen respostes cel·lulars i humorals que 
persisteixen durant un període perllongat de temps després del diagnòstic de la 
malaltia 74. La natura, intensitat, extensió i persistència d’aquests canvis 
immunològics distingeixen els individus que desenvoluparan la T1D d’aquells 
que no ho faran 73,74. Així doncs, els canvis immunològics i metabòlics poden 
ser predictius de la malaltia.  
És àmpliament acceptat el fet que la T1D és deguda a un procés 
autoimmune73. Malgrat que en humans les evidències són circumstancials, 
diversos models animals de la malaltia com els ratolins NOD (non-obese 
diabètic) o les rates BB-DP (Bio-Breeding Diabetes-Prone) i KDP (Komeda 
Diabetes-Prone, una sublínia de la rata Long-Evans Tokushima Lean) 
demostren l’etiologia autoimmune que desencadena la T1D.  
El ratolí NOD és el model animal més ben caracteritzat en l’actualitat 75,76. En 
aquest model es pot observar infiltració als illots al voltant de les 6-7 setmanes 
d’edat, infiltració que comença a les tres setmanes de vida. Aquesta infiltració 
és el pas previ al desenvolupament espontani de la T1D, que en mascles i 
femelles presenta una incidència acumulativa del 40% i 70% o més del 90% 
respectivament a les 30 setmanes d’edat, depenent de la colònia 77,78. El ratolí 
NOD, semblant al cas dels humans, expressa transitòriament acs anti-insulina 
en el seu sèrum abans del desenvolupament de la hiperglucèmia 79,80. Tot i que 





La incidència de diabetis en aquest model animal varia segons les diferents 
colònies establertes i a diferència dels humans, aquesta incidència es veu 
influenciada  pel gènere 78. La incidència en aquest model animal també es veu 
influenciada per les condicions ambientals, ja que augmenta en condicions 
d’esterilitat 81 i disminueix amb la presència d’agents infecciosos 82,83.  
Estudis en ratolins NOD demostren que la destrucció de la cèl·lula b és 
depenent dels limfòcits ja que requereix la presència de cèl·lules T CD4 i 
CD884–86 així com de limfòcits B per al seu desenvolupament espontani 87. 
Aquest model animal permet els estudis de progressió de la malaltia com són la 
cronologia d’insulitis així com la natura d’aquesta. Abans que es produeixi el 
dany a la cèl·lula b existeix un període d’insulitis benigna que precedeix a la 
forma destructiva d’aquesta en la qual dominen les citocines de tipus Th1, IFNg 
i TNFa. A En els ratolins NOD, semblant al cas dels humans, s’ha detectat la 
presència d’aacs contra la insulina (IAA) abans de l’aparició de la 
hiperglucèmia88. De tota manera, s’ha descrit la presència transitòria d’aquests 
autoanticossos sense el posterior desenvolupament de T1D en el ratolí NOR, 
una soca molt relacionada amb la soca NOD amb l’haplotip MHC IA g7 89. A més 
a més, la quantitat d’IAA s’ha associat més al grau d’insulitis que no pas a la 
incidència de la T1D 90. D’altra banda, el paper de diverses poblacions 
cel·lulars en la destrucció de la cèl·lula b s’ha pogut estudiar gràcies als 
animals knockouts, els clons de cèl·lules T i els models de transferència 
adoptiva en ratolins NOD/SCID.  
Altres models utilitzats en l’estudi de la T1D són les rates BB-DP i KPD. En 
comparació amb el model de ratolí NOD, el model de rata BB té avantatges 





igualtat entre sexes (un 90% dels animals mantinguts en condicions lliures de 
patògens desenvolupen diabetis) 91,92. Un altre factor diferencial d’aquest model 
amb el model de ratolí NOD és el temps entre que es produeix la insulitis i el 
desenvolupament de la diabetis, un període molt més curt (de dues a quatre 
setmanes). El tret més característic d’aquest model és el fet que requereix un 
únic locus “lymphopenia” (lyp) per al desenvolupament espontani de la malaltia 
que no es troba en el model de ratolí NOD (no obstant s’ha descrit l’existència 
de limfopènia en la soca NOD com a factor de susceptibilitat a la diabetis 93) ni 
en la gran majoria  dels humans afectes de T1D 94. Els avantatges del model de 
rata KDP són el desenvolupament espontani de la malaltia sense diferències 
entre sexes i sense la necessitat de limfopènia amb una insulitis del 100% i un 
70% de diabetis als 120 dies d’edat 95 així com una associació amb el MHC de 
classe II.  
La identificació i caracterització dels autoantígens associats a la T1D que 
actuen com a dianes de la resposta immune, té doble importància ja que els 
acs contra aquestes molècules poden actuar com a marcadors predictius del 
desenvolupament de la malaltia i la modulació d’aquesta resposta immune 






1.2 Autoantigens en la T1D 
 
Els acs contra antígens de l’illot pancreàtic en diabetis van ser detectats per 
primera vegada per immunofluorescència indirecta en seccions congelades de 
pàncrees humà al sèrum de pacients diabètics amb autoimmunitat contra 
múltiples òrgans endocrins 96. Aquests acs contra l’illot (ICA) s’uneixen en 
general a molècules que es troben en totes les cèl·lules de l’illot pancreàtic 97 
tot i que existeix una gran heterogeneïtat en els patrons existents. Aquest fet ha 
suggerit un gran nombre de molècules diana (GAD, l’IA2 i l’IA2b) contra les 
quals podrien reaccionar aquests acs97–99. Els ICA són principalment de 
subclasse IgG1 però entre aquells individus amb alts títols es poden detectar 
altres subclasses 100. Com gairebé tots els acs IgG1, els ICA poden fixar 
complement 101.  
Ja fa més d’una dècada que l’escrinatge dels acs associats a la T1D s’ha limitat 
a la mesura dels ICA i dels acs anti-insulina. Tot i els esforços per 
estandarditzar els assaigs per mesurar els ICAs, aacs expressats en unitats 
JDFU (Juvenile Diabetes Foundation Unit), les diferències entre laboratoris fa 
que les comparacions entre els diferents estudis siguin complicades 102–104  
(Bottazzo86, Bonifacio87 Workshop Reports). Estudis realitzats en familiars de 
primer grau han detectat prevalences d’aquests aacs d’entre l’1 i el 10% (Taula 
2) mentre que en pacients diabètics o en individus abans del debut clínic 
aquests valors augmenten fins a un 70-90% 105–108. El risc per desenvolupar 
diabetis es correlaciona amb el títol d’ICA, de manera que valors superiors a 80 
JDFU tenen una alta especificitat així com un alt valor predictiu en familiars de 





alt títol de ICA desenvolupen T1D i molts dels que la desenvolupen tenen 
valors de ICA inferiors a 80 JDFU 109. L’edat, per la seva banda, és un factor 
que s’ha d’analitzar amb cura ja que estudis com l’ICARUS han detectat un risc 
del 54% per desenvolupar T1D abans de 5 anys en familiars de primer grau de 
menys de 10 anys mentre que aquest risc disminueix fins al 10% en familiars 
de 40 anys o més 109. El risc de desenvolupar  la T1D està també influenciat pel 
patró de fluorescència detectat. Així, el marcatge selectiu de cèl·lula b s’associa 
a un baix risc per desenvolupar la T1D comparat amb un patró de marcatge 
homogeni en tot l’illot 98,99.   
 
Autoanticossos Prevalença en la 
població general 
Prevalença en 
familiars de primer grau 
ICA 0.59 – 5.3% 1 – 12% 
GAD 0.4 – 2.97% 5 -  13% 
IA2 0.1 – 2.4% 1.5 – 5.3% 
IAA 1.07 – 3.9% 1.4 – 6.9% 
 
Taula 2. Prevalença dels autoanticossos antiillot en la població general i en familiars de 
primer grau (les dades es basen en una revisió de la bibliografia). 
(Diabetes Metab Res Rev 2005;21: 395-415) 
 
El fet que el 90% dels casos de T1D esdevinguin de forma esporàdica sense 
que els individus tinguin cap tipus d’història familiar fa que sigui important 
l’escrinatge de la població general per tal de determinar la prevalença i el valor 
predictiu dels ICA (Taula 2) però la majoria dels estudis realitzats conclouen 





El baix valor predictiu dels ICA, sense fer referència a d’altres aacs, en població 
general i en familiars de primer grau 17,110 així com els problemes 
d’estandardització de la tècnica utilitzada per detectar-los fa que en l’actualitat 
ja no s’utilitzin en grans estudis com a mètode ni d’escrinatge ni predictiu.  
Actualment existeixen assaigs amb molècules recombinants dels autoantígens 
seqüenciats 111,112 que inclouen la insulina 113, l’àcid glutàmic decarboxilassa 
(GAD) 114, IA2 115–117, IA2b 118,119 i la carboxipeptidassa H 120. A més a més, 
existeixen un gran nombre d’autoantígens en diversos estadis de 
caracterització així com proteïnes de les quals només es coneix el seu pes 
molecular (Taula 3). També hi ha altres molècules descrites l’associació de les 
quals amb la T1D no s’ha estudiat en humans o de les quals no s’han publicat 
estudis de seguiment. Finalment, existeixen un grup d’aacs anomenats acs 
contra la superfície cel·lular de l’illot que rarament es mesuren ja que els 
estudis més recents no han pogut demostrar la seva especificitat 121. De tota 
manera, un estudi publicat per Verdaguer i col·laboradors demostra l’existència 
d’acs específics contra la innervació insular en els infiltrats dels illots de ratolins 






 Sensitivitat Comentari 
Insulina  49-92% Alts títols en nens 
GAD 84% Alta sensitivitat en LADA 
IA2/ICA512 74% Molècula tipus tirosina fosfatassa 
IA2b/phogrin 61% Molècula tipus tirosina fosfatassa 
Carboxipeptidassa H 10% Poc freqüent 
GLIMA38 14% Sense seqüenciar 
GM2-1 ? Gangliòsid: assaig cromatogràfic 
ICA69 ? Western blot amb baixa especificitat 
ICA12 < 20% La seva relació amb la diabetis està per demostrar. 
 
Taula 3. Autoantigens caracteritzats bioquímicament. 
(Diabetes Metab Res Rev 2005;21: 395-415) 
 
1.2.1 Autoantigens seqüenciats 
 
1.2.1.1 Àcid glutàmic decarboxilassa (GAD) 
 
L’àcid glutàmic decarboxilassa (GAD) és un enzim localitzat majoritàriament al 
citoplasma i a les vesícules micro-secretores de les neurones secretores i de 
les cèl·lules b pancreàtiques 123,124 que catalitza la conversió de l’àcid L-
glutàmic a àcid g-aminobutíric (GABA), un dels principals neurotransmissors 
inhibitoris dels sistemes nerviosos central i perifèric 125. La presencia de GAD i 
GABA a les cèl·lules b de l’illot així com de receptors per GABA suggereix un 
possible paper de GABA en la senyalització paracrina de l’illot. Per altra banda, 
la molècula de GAD s’expressa també a altres teixits com testicle i l’epiteli del 





Les espècies de mamífers expressen dues isoformes de GAD que s’anomenen 
GAD65 i GAD67 d’acord amb el seu pes molecular en kDa 123,128,129, els gens 
humans de les quals es troben localitzats al cromosoma 3 i 10, 
respectivament128,130. Ambdues molècules són altament homòlogues. GAD65 i 
GAD67 tenen una estructura exó-intró idèntica 131, són idèntiques en un 76% i 
comparteixen una similitud del 87% al llarg dels darrers 12 exons (exons 5-16). 
En la regió NH2-terminal els 2 isòmers difereixen significativament, amb una 













Figura 3. Representació esquemàtica de la proteïna GAD65. Les regions senyalades 
inclouen regions riques en cysteines (CYS); la regió d’unió al pyridoxal 5’-fosfat (PLP); la regió 
d’ancoratge a membrana; la regió de màxima divergència amb GAD67; la regió de similitud 
amb el virus Coxsackie; i les principals regions de reconeixement dels anticossos anti-GAD.  
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Estudis de l’estructura quaternària de la molècula de GAD purificada indiquen 
que la subunitat bàsica estructural és un dímer 123,132. El domini central de 
GAD65 i GAD67 és el responsable de la formació d’homodímers 133 mentre que 
la formació d’heterodímers s’ha associat al domini NH2-terminal de la molècula 
de GAD65 134 constituint aquests darrers el 28% de l’activitat total de GAD a les 
membranes cerebrals 135.  
Ambdues molècules són sintetitzades al citosol com a molècules hidròfiles i 
solubles 136. GAD65 pateix tota una sèrie de modificacions post-translacionals 
al seu extrem NH2-terminal que la converteixen en una molècula hidrofòbica 
que s’uneix reversiblement a la membrana de les microvesícules de tipus 
sinàptic de la cèl·lula b i a les vesícules sinàptiques de les neurones 124,137 . Tot 
i així també s’ha detectat un pool de GAD65 al complex de Golgi de les 
neurones, la cèl·lula b i les cèl·lules CHO i COS7 transfectades 138,139. La regió 
NH2-terminal de GAD65 és necessària per a la unió de la molècula a les 
membranes i conté dues modificacions hidrofòbiques, una de les quals inclou la 
“tiopalmitoilació” de les cisteïnes 30 i 45 137 (Fig 3). La molècula de GAD65 
també pateix fosforilació de les serines 3, 6, 10 i 13 140. Tot i que aquestes dues 
modificacions diferencien la forma de la molècula associada a membrana de la 
soluble cap de les dues es necessària per l’ancoratge a membrana de GAD65 
a les cèl·lules COS7 140,141. La molècula de GAD67 té una localització cel·lular 
semblant i a la vegada diferent a la de GAD65. A la cèl·lula b de rata així com 
als fibroblasts de rata transfectats, GAD67 es troba distribuït homogèniament 
per tot el citoplasma i és detectat només a les fraccions solubles 136,138. A les 
neurones, GAD67 ha sigut detectat majoritàriament als cossos cel·lulars i a les 





Golgi134,142. A més a més, una fracció de GAD67 es troba associada a les 
fraccions de membrana del cervell de rata on es distribueix a la fase detergent 
de TRITÓ X-114 134. Donat que la molècula de GAD67 només s’ha detectat en 
illots de rata i en fibroblasts transfectats amb la molècula de rata en forma 
soluble, s’ha suggerit que la seva associació a membranes podria ser deguda a 
la formació d’heterodímers amb GAD65 134,135.  
GAD65 i GAD67 tenen nivells d’expressió diferents a les diferents regions del 
cervell així com diferents nivells de saturació amb el co-enzim PLP 132. A més a 
més, els ratolins GAD65 -/- i GAD67 -/- tenen diferents fenotips. La deficiència 
en GAD67 (molècula que produeix més del 90% del GABA del cervell) provoca 
la mort neonatal dels animals 143,144 mentre que els ratolins GAD65 -/- són 
viables i tenen nivells normals de GABA al cervell però pateixen atacs 
espontanis i tenen problemes en la regulació de la neurotransmissió inhibitòria 
com a resposta a diversos estímuls 145–147 .  
GAD65 és una de les principals dianes de la resposta humoral immune dirigida 
contra les cèl·lules b pancreàtiques en la T1D 114, contra les neurones GABA-
ergiques en el síndrome de Stiff man, una malaltia neurològica poc comú que 
es caracteritza per l’existència d’espasmes dolorosos i una progressiva rigidesa 
simètrica dels muscles proximal i axial 148, i una forma de síndrome poliendocrí 
autoimmune de tipus II (APS-II) on diverses endocrinopaties autoimmunes 
(principalment malalties autoimmunes del tiroides, gastritis, la malaltia 
d’Addison i la T1D) coincideixen en diverses combinacions 149. Tot i que els 
aacs són predominantment específics contra GAD65, també s’han pogut 
detectar aacs que tenen cross-reactivitat amb la molècula de GAD67 així com 





La identificació de la molècula de GAD com a un dels autoantígens diana en la 
T1D data de l’any 1982 en un treball on un antigen de 64,000 Mr va ser 
immunoprecipitat a partir d’una mostra d’illots humans tot i utilitzant sèrums de 
nens diabètics neodiagnosticats 151. Posteriors caracteritzacions bioquímiques 
de la proteïna de 64 kDa així com estudis d’altres malalties autoimmunes van 
portar a la identificació d’aquesta com la isoforma petita de GAD, la molècula 
de GAD65 114. Nombrosos treballs han estudiat la freqüència dels aacs contra 
la molècula de GAD en pacients neodiagnosticats de T1D en diferents 
poblacions. En aquest grup els Aacs es detecten en un 50-80% dels individus a 
diferència d’un valor aproximat del 2% detectat en la població general 152–154. A 
part de les diferències degudes al mètode de detecció, existeixen factors 
addicionals com l’edat i el tipus de HLA que contribueixen a aquest ampli rang 
de positivitat. Tot i existir resultats contradictoris, en general els aacs contra 
GAD augmenten amb l’edat i la seva freqüència és més elevada en individus 
de tipus HLA-DR3 152,155–159. Els aacs antiGAD tenen la tendència a persistir al 
sèrum dels pacients durant anys després del diagnòstic de la malaltia 160, 
característica que els diferencia de la resta d’aacs detectats en individus 
afectes de T1D. Molts treballs han analitzat el valor predictiu en la progressió 
dels individus a la T1D dels aacs antiGAD per si sols però també en 
combinació amb altres acs antiillot. La presencia d’aacs antiGAD augmenta el 
risc a desenvolupar T1D en els individus ICA positius, amb l’excepció d’aquells 
individus que tenen un patró d’immunofluorescència selectiu de cèl·lula b 161. 
Cal dir però que en individus amb títols d’ICA ³ 80 JDFU la presència 





La mesura dels acs antiGAD és també útil en la predicció del requeriment 
d’insulina per part d’individus afectes de l’anomenada diabetis autoimmune 
latent dels adults (LADA), una forma especial de T1D que es desenvolupa a 
partir dels 30 anys caracteritzada per una lenta progressió autoimmune els 
individus afectes de la qual són sovint diagnosticats inicialment com a diabètics 
tipus II 163–165. Dades de l’estudi UKPDS mostren com el 10% dels individus 
afectes de “diabetis tipus II” tenen GAD65 aacs 165 mentre que altres autors 
troben valors de fins a un 20 % de positivitat 166,167. El 52% dels individus GAD 
Aacs positius de l’estudi UKPDS van necessitar tractament amb insulina 
després de 6 anys 165.  
Les dones amb diabetis gestacional són un altre grup d’interès on s’han 
mesurat els GAD aacs. Els resultats obtinguts són altament variables ja que la 
positivitat per a aquests autoanticossos va del 0% en un grup procedent del 
nord d’Itàlia 168 fins al 10% detectat en un estudi multicèntric alemany 169 
passant pel 2.2% d’un estudi danès 170 i el 6% obtingut en un estudi nord 
americà 171. Aquest estudi alemany demostra com la mesura dels aacs conyta 
GAD juntament amb la dels altres aacs contra l’illot pancreàtic és una eina molt 
valuosa per tal de detectar els individus d’aquest grup que posteriorment 
desenvoluparan la T1D ja que es va trobar una correlació positiva entre el 







1.2.1.2 IA2 (ICA512) i IA2b (phogrin) 
 
L’antigen 2 de l’insulinoma tipus proteïna tirosina fosfatassa (PTP) IA2 també 
anomenat ICA512 (autoantigen de l’illot 512), PTPN i PTP35 és una proteïna 
intrínseca de membrana de 979 aminoàcids localitzada als grànuls secretors de 
teixit neuroendocrins que inclouen regions del cervell, pituïtària i el pàncrees 
endocrí 172. L’expressió d’IA2 ha sigut detectada en tumors neuroendocrins, fet 
que l’assenyalava com un possible marcador per diferenciar les cèl·lules 
tumorals neuroendocrines de les no neuroendocrines 173. De tota manera 
també s’ha pogut detectar l’expressió d’aquesta proteïna a cèl·lules de 
carcinoma de colon 174, carcinoma de fetge 173 i de pulmó, fet que podria 
implicar l’IA2 no només en la biogènesis i funció dels grànuls de secreció 
neuroendocrins sinó també en la regulació de la diferenciació i proliferació 
cel·lular. Un treball publicat al 2009 per Takeyama i col·laboradors mostra la 
generació de dos acs monoclonals nous contra la molècula d’IA2 gràcies als 
quals demostren la presència d’aquesta molècula per tècniques de Western 
blot i immunohistoquímica a cervell, cerebel, medul·la oblongata, pàncrees, 
glàndula adrenal i pituïtària, capes musculars de l’estomac, intestí prim, 
colon175. 
El gen humà de l’IA2 es troba localitzat al cromosoma 2q35-36 176177 i té una 
extensió aproximada de 20 kb formada per 23 exons 178. Els exons 1-12 
codifiquen pel domini extracel·lular, l’exó 13 pel domini transmembrana i els 
exons 14 a 23 pel domini intracel·lular. La seva seqüència d’aminoàcids 
codifica per una pro-proteïna d’uns 110 kDa que es converteix mitjançant 
diferents modificacions post-translacionals en una proteïna de 130 kDa. El tall 





furina genera una proteïna final d’aproximadament 65 kDa 172 amb unes 
regions luminal, transmembrana i citoplasmàtica-intracel·lular de 576, 24 i 379 
aminoàcids, respectivament 116 (Fig 4). El domini citoplasmàtic de la proteïna es 
caracteritza per l’existència d’una regió de juxtamembrana (JM) d’uns 100 
aminoàcids així com d’un únic domini tipus PTP d’uns 300 aminoàcids 














Figura 4. Representació esquemàtica de la proteïna IA2. Les regions senyalades inclouen 
regions riques en cysteines (CYS); regions d’escissió d’aminoàcids dibàsics (KK); regions de N-
glicosilació (N-gly); la regió tríptica de trencament (tryptic); i la seqüència del nucli PTP.  En la 
figura també s’indica la freqüència d’anticossos detectada en individus neodiagnosticats de 
T1D a les diferents regions de la molècula d’IA2.  
 





















S’han trobat homòlegs d’IA2 a vaca, rata, ratolí, “macaca”, zebrafish, 
Drosophila i Caenorhabditis elegans amb un grau d’identitat amb la proteïna 





Figura 5. Dominis estructurals de les proteïnes de la familia d’IA2. Representació 
esquemàtica dels dominis estructurals de les proteïnes de la familia d’IA2. SP, pèptid senyal; 
TM, regió transmembrana; PTP, regió homòloga a la proteïna tirosina fosfatassa; N, regió 
potencial de N-glicosilació; Y, senyal de tràfic basat en tirosina; L, senyal de tràfic basat en 
leucina. La línia puntejada indica regions d’escissió d’aminoàcids dibàsics. 
(Endocrine Journal 2009;56(5): 639-648) 
 
 
La funció d’IA2 és desconeguda. Estudis basats en l’anàlisi de la seva 
seqüència situen aquesta proteïna dins un subgrup de la família de les 
proteïnes PTP transmembrana. Tot i tenir un domini PTP-like, no s’ha detectat 
activitat enzimàtica amb els substrats utilitzats per aquests tipus d’enzims. 





(Ala911→Asp i Asp 877→Ala) en llocs altament crítics per a l’activitat 
enzimàtica en aquest tipus de proteïnes podrien ser la causa d’aquesta manca 
d’activitat fosfatàssica 181. Degut a tot això inicialment s’havia hipotetitzat que 
l’IA2 o bé tenia un substrat molt específic o bé era una molècula inactiva com a 
fosfatassa i la seva regió PTP actuaria com a un domini de reconeixement de 
tirosina fosfatassa o bé com a inhibidor competitiu d’altres PTPs. Per altra 
banda, un estudi cristal·logràfic publicat al gener de l’any 2007, demostra la 
presència del loop WDP a sobre de la zona activa del domini PTP de la 
molècula d’IA2, factor que explicaria la manca d’activitat enzimàtica de la 
molècula nativa 182. Donat que la fosforil·lació de tirosines pot regular diferents 
processos com el creixement i la diferenciació cel·lular, l’exocitosi, etc..diversos 
grups han adaptat diferents estratègies per tal de poder determinar la funció de 
la molècula d’IA2. L’anàlisi per tècniques d’immunohistoquímica de l’expressió 
d’IA2 durant el desenvolupament fetal del pàncrees de rata va detectar la 
presència d’aquesta molècula només en les estructures tipus illot positives per 
insulina i glucagó i negatives per PDX1 en el  dotzè dia de gestació 183. Un altre 
estudi va detectar un increment de la reactivitat per IA2 en els illots de rates 
neonatals des de nivells molt baixos en el dia 1 de vida fins a nivells moderats 
en el dia 10. Aquests nivells augmenten considerablement en els illots de rates 
adultes on s’observa una expressió heterogènia en tots els tipus cel·lulars de 
l’illot. L’augment progressiu de l’expressió de la molècula d’IA2 des del 
naixement s’esdevé en paral·lel amb la maduració de la resposta secretora 
d’insulina als secretagogs, fet que donaria consistència a la hipòtesi d’una 
funció de l’IA2 en la secreció regulada de l’hormona 183. En aquest sentit, un 





d’IA2 de l’illot en els primers 10 dies de vida, moment en que la secreció 
d’insulina en resposta a la glucosa augmenta fins al nivell detectat en les rates 
adultes. Es demostra també una regulació d’IA2 a nivell de RNA missatger per 
part de la glucosa i una concentració elevada d’AMPc així com un efecte de la 
insulina sobre els nivells proteics d’IA2 mitjançant l’estimulació de la biosíntesi 
de la proteïna 184. L’anàlisi dels resultats obtinguts per sistemes de doble-híbrid 
confirmats posteriorment mitjançant experiments de pull-down van demostrar la 
interacció d’IA2 amb diferents tipus de molècules amb funcions molt diverses 
com són proteïnes del citoesquelet (b2-sintrofina 185 i bIV-spectrina 186), 
diverses fosfatasses (PTPa, PTPr, PTPs, PTPe, PTPm 187,188), nNOS 185, CypA 
(proteïna implicada en processos de plegament i trànsit), SNX19 (membre de la 
família de les nexines), MADD (mitogen-activated protein kinase-activating 
death domain, proteïna implicada en la via de les MAP quinasses així com en 
l’intercanvi de Rab) i la seva isoforma IG20 (implicada en processos d’apoptosi 
i intercanvi de Rab3) 187. L’estudi de l’interacció d’IA2 amb alguna d’aquestes 
molècules ha involucrat directament IA2 en la regulació de l’exocitosi dels 
grànuls de secreció. Així, l’IA2 uneix els grànuls de secreció  al citoesquelet via 
la unió al domini PDZ (domini proteic anomenat PSD-95, Disc large i Zo-1) de 
la b2-sintrofina 185 i, a conseqüència de l’estimulació de la secreció de la 
insulina, l’IA2 s’allibera a través d’un tall en el seu domini citoplasmàtic, de 
manera que s’afavoreix la mobilització dels grànuls de secreció cap a la 
superfície cel·lular 189. Un dels possibles mecanismes es descriu en un estudi 
publicat al setembre de l’any 2008 on es demostra com aquest fragment de 
l’IA2 pot dimeritzar amb la molècula d’IA2 sencera present als grànuls, 





movilitat dels grànuls i de la secreció d’insulina 190. El fragment de la proteïna 
alliberat a citoplasma a nivell de membrana també pot translocar-se a nucli on a 
través de la unió a STAT5 evita la seva defosforil·lació provocant un augment 
de la transcripció del gen de la insulina així com de diferents gens dels grànuls 




Figura 6. Sorting i transport dels grànuls de secreció en la cèl·lula neuroendocrina. 
Esquema il·lustratiu del procés de sorting de les proteïnes secretores així com de la via de 
tràfic d’IA2. Les vies biosintètiques i endocítiques estan indicades amb fletxes. A, secreció 
constitutiva; B, via tipus constitutiva; C, secreció regulada; D, endocitosis; E, via lisosomal. 





 Altres dades que relacionen la molècula d’IA2 amb els processos d’exocitosi 
són les obtingudes gràcies als ratolins deficients per la molècula on s’ha 
observat que la disrupció específica del gen d’IA2 provoca alteracions en els 
tests de tolerància a la glucosa així com en la secreció d’insulina 193. En aquest 
sentit, i per tal de veure si els resultats observats en aquests animals eren 
deguts a un efecte específic de la pèrdua de funció d’IA2 a la cèl·lula b, es van 
realitzar estudis en cèl·lules MIN6 tot i genominvant IA2 mitjançant RNAs 
d’interferència 194. Els resultats d’aquest estudi mostren una pèrdua gairebé 
total de la secreció de la insulina induïda per glucosa així com una disminució 
del 50% en la secreció basal de la insulina. Aquests mateixos autors van fer 
estudis de sobreexpressió d’IA2 tot i detectant un augment en la secreció 
d’insulina induïda per glucosa i K+ així com un augment en el nombre de 
vesícules secretores en el contingut d’insulina de les cèl·lules degut a un 
augment de la vida mitja de la proteïna. A més a més, un estudi publicat l’any 
2008 demostra com la disrupció específica a budell d’ia2, l’homòleg d’IA2 en 
Drosophila, provoca defectes en el seu desenvolupament, fenotip que es 
recupera mitjançant la sobreexpressió d’hexoquinassa 195. El mateix estudi 
demostra com ia2 modula l’expressió tant d’insulina com d’hexoquinassa. 
Donat que el pàncrees es desenvolupa a partir del budell i que aquests autors 
demostren com ia2 s’expressa a la regió del budell i al sistema nerviós central 
amb un patró d’expressió neuronal molt semblant al d’IA2 detectat en 
mamífers, els seus resultats suggeririen un possible paper d’IA2 en la regulació 
de la insulina i l’hexoquinassa. En un altre estudi publicat l’any 2009 on es 
tracten ratolins IA2 -/-  amb streptozotocina s’observa com aquests ratolins 





la concentració d’insulina present al pàncrees. Estudis de microscòpia 
electrònica en aquests ratolins demostren una ultraestructura anormal de la 
cèl·lula beta, on s’observa una disminució del nombre de vesícules que 
contenen insulina així com una dilatació del reticle endoplasmàtic i del complex 
de Golgi. Tots aquests resultats suggereixen una possible funció d’IA2 no 
només en els processos de secreció sinó també en els mecanismes involucrats 
en la producció d’insulina 196.  
Per altra banda, la sobreexpressió d’IA2 també s’ha relacionat amb els 
processos d’apoptosis. Un estudi demostra com la sobreexpressió de la 
proteïna a través de la interacció amb SNX19 en cèl·lules MIN6 les condueix a 
un estat preapoptòtic i que la posterior exposició d’aquestes cèl·lules a alta 
glucosa provoca una aturada de la fase G2/M desencadenant així el procés 
apoptòtic 197.  
Finalment, estudis realitzats en ratolins en els quals es deleccionaven les 
molècules d’IA2 i d’IA2b 198 o bé en ratolins “null” per IA2/IA2b 199 demostren 
una implicació d’ambdues molècules en els processos de ritmes circadians així 
com en el comportament i processos d’aprenentatge d’aquests animals, 
respectivament.  
La molècula d’IA2 té un homòleg anomenat IA2β (phogrin, PTP-NP, ICAAR o 
IAR) 119 el gen de la qual es troba localitzat al cromosoma 7q36 en humans 200 
amb una extensió aproximada de 1000 kb formada per 23 exons 201. Ambdues 
molècules tenen un 74% d’homologia  en la seqüència d’aminoàcids de la seva 
part citoplasmàtica, mentre que aquesta disminueix fins a un 26% en la regió 

















Figura 7. Representació esquemàtica de la proteïna IA2b. Les regions senyalades inclouen 
regions riques en cysteines (CYS); regions d’escissió d’aminoàcids dibàsics (KK); regions de N-
glicosilació (N-gly); la regió tríptica de trencament (tryptic); i la seqüència del nucli PTP.  En la 
figura també s’indica la principal regió de reconeixement per part dels anticossos detectats en 
individus neodiagnosticats de T1D. 
 
 
Al igual que IA2, la molècula d’IA2β es localitza als grànuls de secreció de les 
cèl·lules β i d’altres cèl·lules neuroendocrines 202. L’IA2β és enzimàticament 
inactiva amb els substrats habitualment utilitzats per valorar l’activitat de les 
proteïnes tirosina fosfatases fet que podria ser degut a la substitució del mateix 
àcid aspàrtic que en el cas de la molècula d’IA2 en el seu domini catalític.  
La funció d’IA2β és desconeguda tot i els diferents treballs realitzats fins a 
l’actualitat. L’estudi dels ratolins genoanul·lats per a aquesta molècula 
demostra que IA2β està implicada, al igual que IA2, en la secreció d’insulina ja 
que la disrupció específica del gen provoca alteracions en els tests de 















Principal regió de reconeixement 





tolerància a la glucosa així com en la secreció d’insulina 201. Aquests resultats 
indicarien que ambdues molècules tenen funcions similars però que actuen de 
manera independent, hipòtesi que es veuria reforçada, si més no en part, pel 
fet que en cap dels dos genoanul·lats es detecten canvis significatius en 
l’expressió del RNA missatger de l’altra molècula 193,201. Una altra possibilitat 
seria que IA2 i IA2β actuessin de manera complementària. Per tal d’estudiar 
aquesta hipòtesis els mateixos autors van generar el doble genoanul·lat on van 
observar una intolerància a la glucosa més severa que no pas la detectada en 
els genoanul·lats individuals així com una total absència de la primera fase de 
la secreció de la insulina induïda per la glucosa. De tota manera aquests 
animals mostren un creixement normal i cap evidència de resistència a la 
insulina 203. L’única diferència clara entre el doble genoanul·lat i el senzill és la 
infertilitat de les femelles en el primer cas degut a la funció d’ambdues 
molècules en la secreció de l’hormona luteïnitzant 204. Un estudi recent dona 
suport a la hipòtesis de la implicació de la molècula d’IA2b en els processos de 
secreció d’insulina. En aquest treball es demostra com la seva activitat 
fosfatidilinositol fosfatassa regula el contingut de fofatidilinositols de la 
membrana plasmàtica de les vesícules de secreció, factor implicat en els 
processos de secreció d’insulina 205. Per altra banda, un treball publicat on 
s’estudia la funció d’IA2β a cèl·lula b mitjançant knockdowns tot i utilitzant  un 
shRNA específic per la molècula, demostra la implicació d’aquesta en el 
creixement cel·lular via la estabilització d’IRS2 mitjançant la interacció 
molecular d’ IA2β amb el receptor de la insulina 206. Així mateix, aquests autors 
suggereixen la implicació tant d’IA2 com d’IA2 β en l’acció autocrina de la 





La identificació d’ambdues molècules com a antígens de la T1D es va publicar 
en un treball realitzat per Christie i col·laboradors 207 on es va demostrar 
l’heterogeneïtat de l’antigen de 64 kDa prèviament detectat mitjançant la 
immunoprecipitació a partir d’una mostra d’illots humans tot i utilitzant sèrums 
de nens diabètics neodiagnosticats 151. En aquest estudi, ambdues proteïnes 
van ser detectades com a fragments tríptics (40 kDa i 37 kDa) dels 
autoantígens de 64KDa obtinguts per immunoprecipitació amb anticossos 
presents al sèrum de pacients prediabètics i neodiagnosticats de T1D. Per altra 
banda, la tripsinització de la molècula de GAD donava un fragment de 50 kDa, 
el mateix fragment obtingut per aquests autors en la precipitació i posterior 
tripsinització dels illots humans amb sèrums de pacients no diabètics amb una 
fallida multiorgànica. El mateix estudi va revelar un valor predictiu per la 
diabetis molt més elevat pels aacs contra el fragment de 37-38 kDa que no pas 
l’obtingut amb els acs anti-GAD. Així doncs, semblava que hi haguessin dos 
autoantigens de 64 kDa diferents en els illots humans, un era la molècula de 
GAD i dues altres molècules que després de la tripsinització donaven un 
fragment de 40-37 kDa. El fragment de 40 kDa es va relacionar amb la proteïna 
tirosina fosfatasa IA2 208. Rabin i col·laboradors van aïllar una molècula que van 
anomenar ICA512bdc a partir de l’escrinatge d’una biblioteca d’expressió 
d’illots amb sèrums d’individus afectes de T1D 115. Aquesta molècula també ha 
estat anomenada IA2. De tota manera, la seqüència de la molècula ICA512bdc 
dipositada al GeneBank representa una proteïna de 525 aminoàcids, una versió 
truncada d’IA2 a la qual li manquen 388 i 65 aminoàcids als extrems NH2 i 
COOH-terminal, respectivament 117. El fragment de 37 kDa es va relacionar 





tirosina fosfatasa que va ser anomenada IA2b per Notkins i col·laboradors 119 
mentre que el grup del Dr. Hutton la va anomenar phogrin 118.  
Nombrosos treballs han estudiat la freqüència dels aacs contra les molècules 
d’IA2 i IA2β en pacients neodiagnosticats de T1D en diferents poblacions. En 
aquest grup els autoanticossos contra IA2 es detecten en un 50-75% dels 
individus a diferència d’un valor inferior al 2% detectat en la població general o 
en pacients afectes de diabetis mellitus tipus II 164,209–211. Per altra banda, la 
presència d’aquests aacs en individus ICA positius incrementa el seu risc per 
desenvolupar la T1D 149,162,212. La prevalença dels aacs contra IA2 en individus 
afectes de T1D està influenciada per l’edat i el genotip HLA, de manera que és 
més elevada en grups d’edat jove així com en pacients amb HLA DR4 i haplotip 
HLA DQA1*0301-DQB1*0302 152,157,213. La presència d’aquests acs també es 
relaciona amb una progressió més ràpida pel desenvolupament de la malaltia 
en familiars de primer grau de nens afectes de T1D 149,214. En aquest sentit, un 
estudi realitzat a Bèlgica mostra com germans no diabètics amb múltiples acs 
contra l’illot, incloent IA2 aac, tenen un risc del 50% per desenvolupar diabetis 
en un període igual o inferior a 5 anys mentre que el risc en aquells individus 
que són negatius pels IA2 aac és del 15% 215. Tot i el seu alt valor predictiu en 
el ràpid desenvolupament de la T1D, els IA2 aac apareixen normalment com 
els darrers o un dels darrers aac en la fase preclínica de la malaltia 149. El seu 
alt valor predictiu, malgrat la seva baixa sensitivitat, implica que la mesura 
d’aquests aac en els programes d’escrinatge identificarien només un petit grup 






La regió antigènica més important de la molècula d’IA2 es troba en el seu 
domini intracel·lular (Fig 4). Estudis amb mutants que contenen diverses 
delecions mostren com el 95% dels sèrums d’individus afectes de T1D que 
immunoprecipiten la molècula d’IA2 full lenght ho fan reaccionant amb la regió 
COOH-terminal (residus 771-979) i el 40% ho fan contra la regió NH2-terminal 
(residus 604-776) del domini intracel·lular 216. La reactivitat d’aquests aacs 
contra la molècula d’IA2, excepte en el cas dels dos epítops lineals situats a la 
regió de JM 217, és altament depenent de la presència dels ponts disulfur 
existents en el seu domini intracel·lular, fet que suggereix que els epítops 
contra els quals reaccionen són conformacionalment dependents 218. Aquests 
resultats també indicarien que els mètodes per mesurar aquests acs que 
preserven la conformació antigènica seran molt més efectius que no pas 
aquells en que aquesta es veu alterada. De fet, el mètode més eficaç utilitzat 
fins a l’actualitat per mesurar els IA2 aacs és la immunoprecipitació de la 
molècula recombinant marcada radioactivament preparada mitjançant un 
sistema de transcripció i traducció in vitro. El marcatge radioactiu de 
l’immunoprecipitat es mesura directament per tal de poder quantificar el nivell 
d’aacs però també es pot fer córrer l’immunoprecipitat en un gel SDS-PAGE 
per tal de detectar la banda de 106 kDa 118,219.  
Per la seva banda, la prevalença dels aac contra IA2b en individus afectes de 
T1D és del 35-50% i d’entre ells, més del 95% són també positius per IA2 fet 
que s’explica, en part, pel reconeixement d’epítops compartits per ambdues 
molècules. És per aquesta raó que no es mesuren ambdós aacs en els 
programes d’escrinatge ja que aquesta dada no dóna cap informació addicional 





1.2.1.3 Glicolípids com a autoantígens 
 
La idea que els acs dirigits contra els glicolípids de l’illot podien formar part dels 
ICA prové d’estudis on s’avaluava la reactivitat d’acs monoclonals (A2B5, 3G5, 
R2D6 i la toxina tetànica) contra gangliòsids neuronals així com contra 
proteïnes de l’illot 222,223. Les tres molècules target candidates són GT3 224, les 
“sulphatides” (Buschard93 abstract) i el gangliòsid GM2-1 (monosialo-
gangliòsid). Tot i que els estudis en forma de resums sobre la detecció 
d’anticossos contra les dues primeres molècules en debuts de T1D demostren 
una alta freqüència d’aquests, els treballs més complerts han estat realitzats 
amb el gangliòsid GM2-1. Estudis cromatogràfics van detectar la presència dels 
gangliòsids GM3, GD3, GD1a i GM2-1 en pàncreas humà (Dotta89 abstract). 
Per altra banda, els illots de rata amb baix metabolisme tenen una expressió 
reduïda de diverses molècules com la insulina, la carboxipeptidasa H i de 
glicolípids com la GM2-1 mentre que no afecten l’expressió de GD3 i GM3 225. 
Aquesta darrera observació concorda amb el fet que l’absència d’expressió de 
GM2-1 en els illots fa que aquests no tinguin reactivitat contra els ICAs 
(Appel89 abstract), suggerint així que GM2-1 podria ser un dels autoantígens 
diana d’aquests anticossos. A més a més, aquest gangliòsid s’ha localitzat a 
totes les cèl·lules de l’illot i a la cèl·lula β s’expressa majoritàriament als grànuls 
de secreció (Dionisi94 abstract) al igual que altres autoantígens de la T1D 
(insulina, carboxipeptidassa H, ...). Els anticossos contra la molècula de GM2-1 
van ser detectats en el 71% dels debuts de T1D així com en el 64% de familiars 
ICA+ en els quals la detecció d’aquests anticossos estava significativament 
associada al desenvolupament de diabetis en un període inferior als 5 anys 226. 





control afectats per altres tipus de malalties autoimmunes determina que la 
presència d’aacs anti-gangliòsids en els pacients afectes de T1D és el resultat 
d’una hiperactivació immune característica de moltes malalties autoimmunes i 
que la tendència a un augment en la presència d’aquests d’aacs en els 
individus diabètics respecte els pacients afectes d’altres malalties autoimmunes 
reflecteix un patró comú d’antígens entre els nervis perifèrics i les cèl·lules de 




La insulina madura és una proteïna globular de 5.8 kDa formada per dues 
cadenes, A (21 aminoàcids) i B (30 aminoàcids) que formen un heterodímer, 
processat a partir d’un precursor de cadena única de 110 aminoàcids. La 
insulina es sintetitza com a pre-prohormona que és processada a proinsulina, a 
la qual s’elimina el pèptid connector (pèptid C) convertint-la així en la insulina 
madura (Fig 6). Aquest procés es porta a terme als grànuls secretors de la 
cèl·lula b, on la insulina s’empaqueta en forma de cristall 228. L’estructura de la 
molècula d’insulina està altament conservada i la seva homologia entre 
diferents espècies és considerable. Un exemple d’això és el fet que la posició 
dels ponts disulfur no varia però també cal destacar l’alt grau de conservació de 
la regió hidrofòbica carboxi-terminal de la cadena B involucrada en la 
dimerització de la molècula. Tot i així existeixen diverses substitucions 
aminoacídiques entre espècies que no afecten la bioactivitat de la molècula i 









Figura 8. Representació esquemàtica de la conversió de la molècula de  pro-insulina a 
insulina i c-pèptid portada a terme pels enzims tripsina- i carboxipeptidassa-like de les 
vesícules secretores.  
(BioMetals 2005;18: 295-303) 
 
Fins a l’actualitat la insulina i la proinsulina són els únics autoantígens coneguts 
específics de cèl·lula b dels illots humans ja tots els altres són produïts també 
pels altres tipus cel·lulars dels illots humans. Tot i així cal dir que tant en 
ratolins com en humans s’ha detectat el RNA missatger de la insulina i la 
proinsulina a timus 31. Per altra banda estudis amb ratolins transgènics utilitzant 
el promotor de la insulina de rata per promoure l’expressió de diferents gens 
d’interès indiquen que la transcripció del gen de la insulina a timus és 
possible229. Alguns estudis recents senyalen la insulina com la molècula diana 
causant de la diabetis autoimmune. L’estudi realitzat en humans per Kent i 
col·laboradors detecta el reconeixement d’un epítop de la insulina (A 1-15) per 





limfàtics pancreàtics d’individus afectes de T1D 230 mentre que Nakayama i els 
seus col·laboradors demostren que una seqüència de la proinsulina i la insulina 
és una de les principals dianes inicials de la resposta autoimmune que causa la 
diabetis en el model de ratolí NOD 231,232. Altres treballs però, senyalen la 
insulina com a l’antigen clau però no essencial en el desenvolupament de la 
diabetis en aquest mateix model animal 233.  
L’any 1950 es va desenvolupar el primer radioimmunoassaig utilitzant sèrums 
amb acs antiinsulina provinents d’individus tractats amb insulina bovina 234. Més 
endavant, l’any 1983 Palmer i col·laboradors 235 van descobrir la presència 
d’acs antiinsulina en individus neodiagnosticats de T1D abans de 
l’administració d’insulina exògena. Estudis posteriors van demostrar que 
aquests acs es troben presents anys abans del debut clínic de la malaltia 236. 
Els IAA també es detecten en alts nivells en pacients afectes del  síndrome 
d’Hirata 237, una malaltia autoimmune poc comú en el qual els individus 
(gairebé tots amb DRB1*0406) desenvolupen hipoglucèmies acompanyades 
d’alts títols d’IAA després d’haver estat exposats a medicaments que contenen 
sulfidrils. La malaltia de Graves, la tiroiditis de Hashimoto, la malaltia d’Addison, 
l’hepatitis crònica, l’anèmia perniciosa, l’artritis reumatoide i el lupus eritematós 
sistèmic són altres malalties autoimmunes on es poden detectar aquests 
aacs238.  
Inicialment es van utilitzar dos tipus d’assaigs per tal de detectar aquests aacs, 
un ELISA que utilitzava insulina immobilitzada en plaques i un 
radioimmunoassaig de fase fluïda, no obstant ambdós assaigs donaven 
resultats molt diferents en relació al valor predictiu de la positivitat d’aquests 





així com l’intercanvi de les mostres analitzades van demostrar que ambdós 
assaigs mesuraven dos tipus diferents d’acs i que només aquells acs detectats 
en el radioimmunoassaig estaven associats amb el risc de desenvolupament de 
la T1D 113.  
Nombrosos treballs han estudiat la prevalença i el valor predictiu dels IAA per 
ells mateixos i en combinació amb altres aacs en individus neodiagnosticats de 
T1D, en familiars de primer grau i en població general (Taula 2). La comparació 
entre els diferents estudis és difícil degut als diferents assaigs utilitzats, als 
diferents valors límit per definir la positivitat i les diferents edats dels grups 
analitzats. La prevalença dels IAA en germans d’individus afectes de T1D varia 
entre el 1.4 i el 6.9% 239. Aquesta variació es correlaciona inversament amb 
l’edat, així, un estudi realitzat en 882 familiars de primer grau va detectar una 
prevalença del 8.2% en individus menors de 15 anys comparat amb el 3.2% 
detectat en el grup de majors de 15 anys 240 . En la població general la 
prevalença d’IAA es troba al voltant del 2% (Taula 2). Bingley i col·laboradors 
van detectar aquest valor en un estudi on es va analitzar un grup de 2855 
escolars amb una mitjana d’edat de 11.4 anys 111 mentre que un estudi suec 
realitzat en 415 individus d’edat compreses entre 7 i 14 anys sense història 
familiar va detectar un valor lleugerament superior del 2.8% 241. Aquests i altres 
estudis realitzats indiquen que la mesura dels IAA té un baix valor predictiu en 
la població general.  
Diversos estudis prospectius realitzats des del naixement han demostrat que 
els IAA són generalment els primers en aparèixer en nens que posteriorment 
desenvoluparan T1D 242–244. Així, la història natural més comú és l’aparició dels 





T1D 242–246. Però no tots els nens en els quals es detecten IAA acaben 
desenvolupant T1D. De fet, els IAA són els acs menys persistents 242,246,247 i els 
anticossos transitoris no s’associen amb el desenvolupament de la T1D, una de 
les raons per les quals els anticossos s’han de mesurar en diferents mostres 
espaiades en el temps 246,247. Els acs antiinsulina transitoris estan més 
relacionats amb un títol baix d’IAA que no pas amb un d’alt 246,247 i amb la 
transferència materna (diversos estudis demostren que els aacs provinents de 
transferència materna poden ser detectats en els nadons després dels 9 mesos 
però acostumen a desaparèixer abans dels dos anys de vida i que només són 
aquells acs de nova producció (detectables per ser d’una subclasse diferent als 
detectats en el moment del naixement i als 9 mesos) els que s’associarien a un 
risc superior de desenvolupament de la T1D) 248,249. L’estudi alemany 
BABYDIAB ha demostrat que  l’afinitat dels IAA és un marcador per identificar 
els IAA més rellevants en el desenvolupament de la T1D 250. Els nens amb IAA 
amb alta afinitat (Kd > 109 L/mol) tenen acs que persisteixen en el temps, 
desenvolupen múltiples acs antiillot, i tenen un risc de desenvolupar T1D abans 
de 6 anys del 50%. En canvi, els nens amb IAA amb una baixa afinitat no 
acostumen a desenvolupar altres acs ni la T1D. Els IAA d’alta i baixa afinitat es 
diferencien pel fet de reconèixer epítops diferents, i al contrari dels IAA de baixa 
afinitat (que sovint no s’uneixen a la proinsulina) l’epítop associat als IAA d’alta 








Aquesta nova proteïna de l’illot va ser identificada per Pietropaolo i 
col·laboradors a través de l’escrinatge d’una biblioteca d’expressió lambda gt11 
d’illots humans mitjançant sèrums ICA positius 251. La proteïna ICA69 migra 
amb un pes de 69 kDa en gels SDS tot i així, un cop seqüenciada el seu pes 
molecular teòric és de 54,6 kDa (així la migració aberrant en gel podria ser 
deguda a la presència de regions altament carregades a la molècula). L’ICA69 
s’expressa, com a mínim a nivell de mRNA, a cervell, fetge, ronyó i cor, i a alts 
nivells en els illots i altres teixits neuroendocrins. Per altra banda, en rata 
l’ICA69 és una proteïna específica de cèl·lula b 252 localitzada al complex de 
Golgi 253. La seva funció és desconeguda però el genoanul·lat del seu homòleg 
ric-19 en Caenorhabditis elegans desenvolupa un defecte en els processos de 
neurotransmissió 254. 
L’ICA69 és idèntica en seqüència a la proteïna de la llet de vaca p69 descrita 
per Dosch i col·laboradors 255. Per altra banda, diversos autors han demostrat 
que els individus diabètics tenen acs dirigits contra l’albúmina sèrica bovina 
(BSA) i altres postulen que la ingestió neonatal de llet de vaca augmenta el risc 
de desenvolupament de T1D. L’ICA69 i la BSA tenen dues regions de cinc 
aminoàcids idèntiques i a la regió del pèptid de l’albúmina ABBOS quatre dels 
nou aminoàcids són també idèntics. Aquesta identitat podria ser suficient per 
estimular la reactivitat creuada entre els clons de cèl·lules T.  
Els acs contra l’ICA69 són aacs relacionats amb la T1D però també s’han 
detectat en individus afectes d’artritis reumatoide 256. De tota manera caldrien 
més estudis per tal determinar si existeix una funció d’aquesta molècula en la 





T1D amb els acs anti-albúmina i amb la resposta de les cèl·lules T a 
l’albúmina257 mentre que en un estudi en ratolins s’accelera o inhibeix el 
desenvolupament de la diabetis tot i utilitzant un pèptid d’aquesta molècula 258.  
 
1.2.1.6 Carboxipeptidassa H 
 
La carboxipeptidassa H és un altre autoantigen descobert mitjançant 
l’escrinatge d’una biblioteca d’expressió d’illots amb sèrums d’individus 
prediabètics. Aquesta molècula no és específica dels illots ja que la seva 
expressió s’ha detectat també a ronyó, pituïtària i glàndula adrenal 228. A la 
cèl·lula b es troba localitzada als grànuls de secreció d’insulina en dues formes, 
la soluble (50 kDa) 259 i la unida a membrana (52 kDa) 260. La carboxipeptidassa 
H és un enzim que participa en el procés de formació de proinsulina a insulina i 
és segurament la proteïna més abundant dels illots després d’aquestes dues. 
En els assaigs originals en els quals s’utilitzava la reactivitat dels sèrums amb 
plaques de proteïna d’Escherichia coli recombinant, un de cada quatre sèrums 
d’individus prediabètics analitzats tenien anticossos contra la carboxipeptidassa 




SOX13 (ICA12) forma part de la família de factors de transcripció SOX que 
contenen un motiu amb un grup d’alta mobilitat (HMG) amb similitud estructural 
a les proteïnes HMG 1 i 2 identificat com a autoantigen en un grup reduït 
d’individus afectes de T1D 115,261. Tot i així, diversos estudis realitzats en 





autoimmunes no-òrgan específiques conclouen que tot i l’existència dels aacs 
contra l’ICA12 en un subgrup d’individus afectes de T1D aquests acs formen 
part d’una resposta menor a autoantígens no específics de l’illot existent en la 
T1D i que la seva determinació no millora el diagnòstic ni la predicció de la 
T1D262,263.  
 
1.2.1.8 Transportador de zinc ZnT8(Slc30A8) 
 
ZnT8 forma part de la família de transportadors de zinc identificat per primera 
vegada l’any 2004 264. Aquest transportador conté sis dominis transmembrana i 
un loop ric en histidines entre els dominis IV i V, al igual que la resta dels 





Figura 9. Representació esquemàtica de la molècula del transportador-8 de zinc (ZnT8). 
Aquesta molècula es situa a la membrana dels grànuls d’insulina i està formada per sis 
dominis transmembrana. Els nombres indiquen el número d’AAs que formen cada part 
estructural de la molècula.   





El gen que codifica per a aquesta proteïna es transcriu només a pàncrees i 
bàsicament en els illots de Langerhans. Estudis d’immunofluorescència 
confocal demostren la colocalització de ZnT8 amb la insulina en la via de 
secreció de la línia cel·lular INS1E. La sobre expressió d’aquesta proteïna en 
aquestes cèl·lules estimula l’acumulació de zinc tot i augmentant la 
concentració intracel·lular d’aquest metall així com la secreció induïda per 
glucosa a altes concentracions 265. Un treball publicat l’octubre del 2007 ha 
identificat ZnT8 com a autoantigen de la T1D 266.  Aquest mateix estudi analitza 
la presencia d’aacs contra aquesta proteïna en individus neodiagnosticats de 
T1D tot i detectant-los en un 60-80% respecte a valors inferiors del 2 i 3% 
detectats en controls i pacients diabètics tipus 2, respectivament. Per altra 
banda, aquests aacs van ser detectats en un 26% de pacients afectes de T1D 
prèviament caracteritzats com individus sense aacs en base a les anàlisis 
realitzades respecte els marcadors utilitzats actualment (IA2, GAD, IAA i ICA). 
La mesura combinada dels Aacs contra ZnT8, IA2, GAD i IAA augmenta la 
sensitivitat en el moment del debut de la T1D fins a un 98%, un valor que 
s’aproxima al necessari per poder detectar la prediabetis en una població 
control pediàtrica. Un estudi publicat l’any 2009 per Ziegler i col·laboradors 
demostra com l’autoimmunitat dirigida contra la part COOH terminal de la 
molècula és un factor important en la prognosis de la diabetis tipus I en 
població pediàtrica, factor de risc que es veu incrementat amb l’anàlisi del gen 
que codifica per ZnT8, SCL30A8 267. A més a més, un estudi publicat a 
l’octubre del 2009 demostra que els anticossos contra ZnT8 són un bon 
marcador juntament amb els acs contra IA2 i GAD per tal de diferenciar els 





concretament, un estudi publicat per Kawasaki i col·laboradors demostra com 
la combinació en la determinació dels acs contra les molècules d’insulina, IA2 i 
el transportador ZnT8 millora molt la predicció de una futura deficiència 
insulínica en aquells pacients afectes de diabetis autoimmune adulta respecte 
la determinació d’acs contra la molècula de GAD i els seus epítops 269.  
A més a més, s’ha demostrat l’associació entre rs13266634, un dels al·lels 
majoritaris del “single nucleotide polimorfism” (SNP) d’aquest transportador, 
amb la diabetis tipus 2 així com amb la secreció reduïda d’insulina en els 
familiars no diabètics 270. Per altra banda, un estudi publicat al maig del 2008 
pel grup de Ziegler i col·laboradors 271 que l’existència d’aquest polimorfisme 
juntament amb la presència d’autoimmunitat podria conferir una susceptibilitat 
genètica a la disfunció de la cèl·lula beta provocant una acceleració de la 
progressió i manifestació de la T1D.  
Donada la importància d’aquest nou autoantigen i a la seva possible utilització 
en programes d’escrinatge un estudi publicat al febrer del 2010 per Eisenbarth i 
col·laboradors 272 desenvolupa una proteïna quimera entre dos variants 
polimòrfiques comuns de ZnT8 (arginina i triptòfan en posició 325)  i el domini 
intracitoplasmàtic d’IA2 assaig que permet mesurar en un sol assaig mantenint 
un 100% de sensibilitat i un 100% d’especificitat respecte els radioassaigs 






1.2.1.9 Tetraspanina 7 
 
La tretaspanina 7 és una proteïna membre de la superfamília transmembrana 4 
formada per 4 dominis hidrofòbics transmembrana (TM1-TM4), múltiples 
dominis citoplasmàtics (C1-C3) i dos dominis extracel·lulars (E1 i E2). La 
tetraspanina 7 s’expressa als illots beta pancreàtics i, com en el cas de GAD65 
i l’IA2 també s’expressa al sistema nerviós central. Els aacs contra aquesta 
proteïna s’han detectat en un 35% dels individus amb TD1 273. 
 
1.2.2 Autoantígens parcialment caracteritzats 
 
1.2.2.1 52 kDa 
 
Aquest antigen va ser identificat mitjançant western blot d’extractes d’illots 
humans tot i utilitzant sèrums d’individus diabètics 151. Posteriorment els 
anticossos contra aquest antigen també s’han detectat en el model de ratolí 
NOD. La proteïna de 52 kDa sembla ser específica de l’illot pancreàtic i 
comparteix determinants antigènics amb la proteïna PC2, un component de la 
càpside del virus de la rubella 274. Aquest fet suggeriria que el virus de la rubella 
podria sensibilitzar potencialment individus vers una resposta autoimmune 
contra l’antigen de 52 kDa de l’illot i, de fet, fins al moment, aquest és  l’únic 






1.2.2.2 37- 38 kDa 
 
Diversos grups han demostrat la presència d’aacs contra molècules de 38 kDa 
en individus afectes de T1D així com en els seus familiars de primer grau. 
Honeymann i col·laboradors van identificar un dels possibles autoantígens de 
38 kDa com a jun-B, un factor de transcripció nuclear 275 però no s’ha pogut 
aclarir la importància dels anticossos contra aquest antigen en individus 
prediabètics. També Pak i col·laboradors van descriure una molècula de 38 
kDa relacionada amb el virus del citomegalovirus 276 així com Roep et al que 
van identificar un autoantigen de 38 kDa dels grànuls de l’illot contra el qual 
reaccionen les cèl·lules T 277.  
 
1.2.2.3 155 kDa 
 
Autoantigen detectat per McEvoy i col·laboradors mitjançant un nou mètode per 
detectar autoantígens relacionats amb la T1D que consistia en desenvolupar tot 
un panell d’acs monoclonals de ratolí que reaccionaven amb la línia 
d’insulinoma RIN5F i, tot seguit, intentaven desplaçar aquesta unió mitjançant 
la utilització de sèrums d’individus diabètics. La unió d’un d’aquests 
monoclonals, anomenat 1A2, era desplaçada específicament per sèrums de 
nens afectes de T1D. Aquest monoclonal reconeixia per western blot una 
proteïna de membrana de 150 kDa que es va anomenar DAP1 ( proteïna 1 
associada a la diabetis) 278. Tot i la baixa presència d’aquests aacs en població 
infantil control (2.9%) respecte nens amb T1D (94%), s’han detectat en més del 






1.2.2.4 GLIMA 38 
 
GLIMA 38 és una proteïna neuroendocrina de membrana N-glicosilada 
reconeguda per anticossos en aproximadament el 20% dels individus afectes 
de T1D 279,280. Un estudi realitzat per Winnock i col·laboradors confirma 
l’associació entre la presència d’aacs contra la molècula de glima 38 i el ràpid 
desenvolupament de la T1D però també demostra la seva baixa capacitat 
diagnòstica si es compara amb la presència en aquests individus d’aacs contra 
GAD, IA2 o IAA 281.  
 
1.2.3 Altres autoantígens  
 
Un treball realitzat per Elias i col·laboradors identifica un pèptid de la heat 
shock protein (HSP)65 contra el qual reaccionarien uns clons de cèl·lules T que 
podrien tenir una funció en la patogènia de la diabetis mellitus en el model de 
ratolí NOD 282. Per altra banda, l’administració de cèl·lules T específiques 
contra HSP65 atenuades per irradiació així com de la proteïna, té un efecte 
preventiu contra la diabetis en aquest model. Tot i això, sembla que la HSP65 
no és un autoantigen que formi part de l’autoimmunitat humoral de la T1D en 
humans 283.  
Un altre possible candidat a autoantigen de la T1D és el GLUT-2, el 
transportador de glucosa específic de illot 284,285. Tot i que no existeixen proves 
bioquímiques de la reacció d’acs contra GLUT-2, un parell d’estudis ho 
suggereixen. Aquests estudis consisteixen en la transfecció del gen del GLUT-2 
en línies cel·lulars i posterior detecció d’acs de superfície, i en la inhibició de la 
unió dels acs de pacients diabètics a una proteïna d’extractes microsomals de 





1.3 Característiques de l’autoimmunitat en la història 
natural de la T1D. Predicció del risc a desenvolupar la 
T1D en base als autoanticossos anti-illot.  
 
En la història natural de la T1D la presència d’aacs anti-illot circulants pot 
precedir durant anys el desenvolupament clínic de la malaltia i per aquesta raó 
els aacs són marcadors de la prediabetis i s’utilitzen per identificar individus 
amb alt risc per desenvolupar la T1D 287. El desenvolupament de la T1D s’ 
associa amb alts títols d’ICA, IAA o IA2. Gairebé tota la informació obtinguda 
fins a l’actualitat és en individus amb una susceptibilitat genètica elevada, com 
són els familiars d’individus afectes de T1D. La prevalença dels Aacs antiillot en 
aquest grup és troba al voltant del 5 – 10%, depenent de quin sigui l’ac 
mesurat215,288–290. L’estudi més ampli realitzat en aquest aspecte ha estat part 
del projecte DPT-1 a Nord Amèrica en el qual s’han mesurat els ICA, IAA, GAD 
i IA2 d’un total de 17.207 familiars de primer grau 290. Com a mínim un 
d’aquests aacs va ser detectat en el 8.2% dels individus i més d’un en el 2.3%. 
En general la magnitud de la resposta autoimmune és un important factor 
predictiu en el risc de desenvolupar la T1D. Ja fa més de deu anys que el fet de 
tenir dos o més aacs antiillot s’associa a un risc per desenvolupar T1D molt 
més elevat 162,291. Mentre el risc per desenvolupar diabetis és inferior al 20% en 
aquells individus que tenen un ac, aquest augmenta fins al 35% en 5 anys i el 
61% en 10 anys en aquells individus que en tenen més d’un 292. Per altra 
banda, individus sense història familiar de T1D amb més d’un aac tenen també 
un risc més elevat per desenvolupar la malaltia 293,294. Les dades obtingudes en 
diversos estudis indiquen que existeix una jerarquia en el risc a desenvolupar la 





tenen un risc molt més elevat per desenvolupar la malaltia que no pas aquells 
que són positius per GAD o IAA 215,292 i a més a més, d’entre aquests, aquells 
que tenen el risc més elevat són els que també tenen aacs contra IA2b 292. Tot i 
això, no tots els individus en els quals es detecten aacs acaben desenvolupant 
T1D. Per aquesta raó s’ha intentat identificar característiques dels aacs 
específiques de la malaltia o altres marcadors que puguin ajudar a diferenciar 
els individus que no desenvoluparan diabetis d’aquells que ho faran ràpidament 
o bé d’aquells que ho faran a llarg termini 250,292,295,296. L’amplitud de la resposta 
per aacs es pot mesurar mitjançant el nombre d’epítops contra els quals estan 
dirigits i probablement pels diferents tipus de subclasses. Normalment un 
nombre elevat i variat de subclasses es relaciona amb alts títols d’aacs tot i que 
aquests dos indicadors de risc per la malaltia també s’han detectat en individus 
amb un baix títol. En un estudi recent en familiars positius per aacs amb un 
seguiment de 15 anys el risc per desenvolupar diabetis més elevat es va 
associar amb alts títols per IAA i IA2 (subclasses IgG2, IgG3 i/o IgG4) així com 
per IA2b 292. Tot i utilitzant diverses combinacions d’aquestes característiques 
es pot classificar el risc per desenvolupar diabetis en 5 anys d’un 10 a un 90%. 
Pel que fa als epítops, estudis recents han demostrat una aparició progressiva 
de l’autoimmunitat en el cas dels aacs contra la molècula de GAD65 150. La 
reactivitat dels aacs es dirigeix inicialment contra els epítops de les regions 
central (residus 235 – 444) i COOH-terminal (residus 440 – 585) de la 
molècula, indicant així una ràpida progressió de la reactivitat o bé una 
immunització simultània contra ambdues regions de la molècula de 
GAD65150,297. La reactivitat contra els epítops de la regió NH2-terminal de la 





la molècula d’IA2, la reactivitat inicial és heterogènia contra la regió de 
juxtamembrana i el domini PTP, però sempre específica contra la molècula 
d’IA2. L’aparició de la reactivitat contra la molècula d’IA2b es produeix 



































Diferents estudis han demostrat la presència dels ICA no només en el moment 
del debut clínic de la malaltia o en pacients afectes de T1D, sinó també en 
individus que acabaran desenvolupant la malaltia però que no presenten cap 
tipus de simptomatologia clínica. El descobriment posterior més important pel 
que fa a l’autoimmunitat en la T1D va ser la presència d’aacs contra la insulina. 
Fins a l’actualitat s’han trobat una dotzena d’autoantígens que formen part dels 
ICA però són els aacs contra la GAD 114 i l’IA2 117,219  els que formen la major 
part d’aquesta reactivitat. Aquests aacs juntament amb els aacs contra la 
insulina són els més importants en termes de sensibilitat i especificitat pel que 
fa a la T1D 299.  
Diversos estudis han demostrat la presència d’aquests aacs al sèrum 
d’individus abans del debut de la T1D 111,292. La sensibilitat  en el moment del 
debut de la T1D pels ICA és d’un 70-90%, un 70-80% per GAD, 32-75% per 
IA2 i un 10-60% per IAA, una variabilitat que reflecteix diferències entre les 
diverses poblacions estudiades 300. En termes de prognosi, diversos estudis 
han validat la utilització d’aquests tres tipus d’aacs com a valor predictiu per al 
desenvolupament de la T1D. En general la magnitud de la resposta humoral 
vers els esmentats aacs té valor predictiu sobre el risc de desenvolupar la T1D, 
i a més a més, el fet de presentar dos o més aacs antiillot s’associa a un risc 
per desenvolupar T1D molt més elevat que quan només l’autoimmunitat 
humoral es desenvolupa contra un sol autoantigen 162,291. Tot i això, no tots els 
individus en els quals es detecten aacs acaben desenvolupant T1D. Per 





la malaltia o altres marcadors que puguin ajudar a diferenciar els individus que 
no desenvoluparan diabetis d’aquells que ho faran ràpidament o bé d’aquells 
que ho faran a llarg termini. L’amplitud de la resposta per aacs es pot mesurar 
mitjançant el nombre d’epítops contra els quals estan dirigits i probablement 
pels diferents tipus de subclasses.  
La importància de l’IA2 com a autoantigen amb alt valor predictiu en la T1D fa 
pensar en una possible relació causal d’aquesta molècula en el 
desencadenament de la malaltia. La poca informació disponible respecte la 
funció d’IA2, així com la manca de materials adequats per a la realització 
d’estudis respecte la seva regulació i funció, ens va portar a desenvolupar 
l’objectiu I d’aquesta tesis : 
 
- L’obtenció d’acs monoclonals vers IA2 així com la seva caracterització.   
 
Un cop obtinguda aquesta important eina de treball vem passar a realitzar 
l’objectiu II d’aquesta tesis que es basa en la utilització de l’ac monoclonal 
obtingut en estudis de:  
  
- Caracterització funcional i regulació de la molècula IA2.  






Els acs contra IA2 així com els acs dirigits contra GAD65 són els més 
importants en quant al seu valor predictiu. Aquest fet ens va  portar a l’objectiu 
III d’aquesta tesis:  
 
- Investigar la resposta humoral específica que desenvolupa aacs contra 
les molècules de GAD i IA2 (reconeixement de diferents epítops i/o 
subclasses) en la T1D.  
 
Dins d’aquest objectiu es vem plantejar els següents subobjectius:  
 
- Determinar un possible patró diferencial de resposta contra la molècula 
de GAD (reconeixement de diferents epítops i/o subclasses) en individus 
afectes de diabetis mellitus tipus I (T1D) respecte altres malalties 
autoimmunes (síndrome de Stiff man i síndrome poliendocrí autoimmune 






Per altra banda, els individus amb aacs contra IA2 tenen un risc molt més 
elevat per desenvolupar la malaltia que no pas aquells que són positius per 
GAD o IAA. De tots ells, els dirigits específicament contra la molècula d’IA2 són 
els que es detecten en la resposta humoral més primerenca, així doncs, la seva 
caracterització podria ser important a l’hora d’entendre l’evolució de la resposta 
autoimmune humoral contra aquestes proteïnes. Així doncs el darrer 
subobjectiu d’aquesta tesis va consistir en la: 
 
- Identificació molecular dels epítops més rellevants i immunogènics 
específics per a la molècula d’IA2 en individus afectes de T1D així com 
el desenvolupament d’un mètode quantitatiu i prou sensible per mesurar 





































3.1 Generació d’anticossos monoclonals 
 
Ratolins BALB/c de sis setmanes d’edat van rebre durant 4 setmanes 
injeccions intraperitoneals amb solució incomplerta d’adjuvant plus de Freund 
de 100µg de la proteïna recombinant IA2 humana (aminoàcids 389-979) 
produïda en Escherichia coli i purificada mitjançant cromatografia d’afinitat per 
cua d’histidines. La proteïna recombinant utilitzada inclou tots els residus que 
s’expressen en la proteïna d’IA2 madura. Quatre dies després de l’última 
injecció els ratolins van ser sacrificats, i els splenòcits aïllats i fusionats. 
L’escrinatge dels hibridomes va ser realitzat mitjançant assaigs de radiobinding 
i els que van resultar positius van ser clonats mitjançant assaigs de dilucions 
limitants. Es van obtenir nou clons reactius per IA2 dels quals cinc s’unien al  
domini intracel·lular i quatre al domini extracel·lular de la proteïna. Els cinc 
clons que s’unien al domini intracel·lular competien entre ells per la unió a IA2 
indicant que s’unien a un epítop molt semblant. De la mateixa manera, els acs 
contra el domini extracel·lular competien entre ells per la unió a IA2. El clon que 
es va caracteritzar posteriorment en l’estudi va ser l’anomenat 76F, un ac que 
s’unia al domini intracel·lular de la proteïna.  
Un segon set d’hibridomes va ser generat mitjançant la injecció intraperitoneal 
a ratolins NOD de sis setmanes d’edat de solució incomplerta d’adjuvant plus 
de Freund amb 100µg de la proteïna recombinant IA2b (aminoàcids 741-1033)  
tot i seguint el mateix protocol. La proteïna recombinant IA2b741-1033 incloïa la 





coneguts dels anticossos contra IA2b. Dos dels hibridomes reactius contra IA2b 
van ser clonats i l’anomenat A9 va ser el triat per tal de ser caracteritzat.   
 
3.2 Assaigs de radiobinding 
 
Els plàsmids de DNA dels constructes purificats mitjançant el kit Quantumprep 
spin column preparation (Biorad, Hercules, CA) van ser in vitro transcrits i 
traduïts mitjançant el TnT SP-6 coupled rabbit reticulocyte lysate system 
(Promega, Madison,WI) en presència de 35S-metionina (Amersham 
Biosciences, Uppsala, Suècia) d’acord amb les instruccions del fabricant. La 
35S-metionina no incorporada va ser separada mitjançant cromatografia de gel 
amb columnes NAP5 (Amersham Biosciences). Per tal de comprovar que el 
pes molecular de la proteïna traduïda era l’esperada a partir de la seqüència 
d’aminoàcids es va fer córrer un gel i es va realitzar la posterior radiografia. Per 
els immunoassaigs es van afegir 2µl de sèrum a 25µl de 20mM Tris-HCl ph 7,4, 
1% Tween 20 (TBST) que contenien 20,000 cpm de la proteïna recombinant 
marcada en plaques de 96 pous (Beckman, Fullerton, CA) i es van incubar ON 
en gel. Els immunocomplexes formats es van recuperar mitjançant l’addició 
d’1mg de proteïna A-Sepharose (Amersham Biosciences) als sèrums humans o 
4µl de proteïna G-Sepharose (Amersham Biosciences) als sèrums de rata 
resuspesa en 50µl de TBST incubada durant 1 h en agitació a 4ºC. Les perles 
es renten 5 vegades amb 800µl de TBST i es centrifuguen a 600g durant 3 min 
per precipitar les perles entre rentats. Després dels rentats, les perles es 
transfereixen en 100µl de TBST a plaques de 96 pous Optitplate (Perkin-Elmer, 





s’incuben en agitació durant 30 minuts i finalment es compten en un TopCount 
(Perkin-Elmer) per tal de determinar les cpm recuperades.  
Competició de la unió del 76F per la unió a IA2 amb sèrums humans: Per als 
assaigs d’immunoprecipitació, s’aïlla el 76F i es cross-linka a la proteïna G 
d’acord amb les instruccions del fabricant (SeizeTM X Protein, G 
Immunoprecipitation Kit, Pierce, Biotechnology, Rockford, USA). Per realitzar 
aquesta mesura s’incuben 5 µl de sèrum de pacients o de controls amb 25000 
cpm de proteïna recombinant humana d’IA2605-979 marcada amb 35S-metionina  
ON a 4ºC. S’afegeix el 76F cross-linkat i s’incuba 
En cas d’anàlisi de competició d’unió s’afegeixen diferents quantitats de 
diferents proteïnes no marcades obtingudes amb el mateix procediment indicat 
però amb metionina no radioactiva i  
Per tal d’analitzar les subclasses d’IgG dels Acs s’utilitza també l’anàlisi de 
radiobinding tot i utilitzant subclasses d’IgGs o Acs monoclonals anti- human  
de ratolí marcats amb biotina isotip específics (Becton Dickinson, San Diego, 
CA) units a beads de Sepharose 4B streptavidina (Zymed, San Francisco, CA). 
 
3.3 Assaigs d’immunoprecipitació 
 
Les diferents proteïnes recombinants van ser marcades radioactivament 
mitjançant el TnT SP-6 coupled rabbit reticulocyte lysate System (Promega, 
Madison,WI) en presència de 40µCi de Redivue L-35S-metionina (Amersham 
Biosciences, Uppsala, Suècia). Un total de 25,000 cpm del producte en 25µl de 
TBST (50mM Tris, 150mM clorur de sodi, 1% Tween 20 (pH 7,4)) es van 





Posteriorment es va afegir proteïna G-Sepharosa durant 1 h, es van rentar els 
immunocomplexes 5 vegades amb 800µl de TBST fred i finalment es van 




El contingut d’insulina en extractes d’illots i sobrenedants cel·lulars es va 
mesurar per ELISA. Plaques d’ELISA (Maxisorb; Nunc, Roskilde, Denmark) van 
ser recobertes amb Ac anti-guinea pig contra la insulina, bloquejades amb BSA 
(5mg/ml enTris-buffered saline-TBS/BSA) i posteriorment incubades durant 2 h 
amb les mostres i insulina biotinilada en TBS/BSA. La insulina biotinilada 
capturada a les plaques es detecta amb Streptavidina-phosphatasa alkalina i es 
revela amb p-nitrofenil fosfatassa. Totes les mostres van ser analitzades per 
duplicat i la concentració d’insulina es va determinar a partir d’una corba 
estàndard d’insulina de rata inclosa a cada placa.  
ELISA peptídic: Un pèptid corresponent a la regió de juxtamembrana d’IA2 
(aminoàcids 609-631) va ser sintetitzada (Primm, Milà, Itàlia) i unida a BSA: el 
pèptid i la BSA amb una ratio d’1mg de pèptid cada 3 mg de BSA es van 
incubar durant 2,5 h en presència de glutaraldehid al 0,1%, posteriorment es va 
addicionar glicina (200mM) i es va dialitzar ON contra PBS. Les plaques 
d’ELISA de poliestirè de 96 pous MaxisorpTM (Nunc, A/S, Roskilde, 
Dinamarca) van ser recobertes amb l’equivalent a 1µg de pèptid per pou ON 
amb buffer de carbonat pH 9,5 i després bloquejades amb 1% BSA en PBS. 
Per l’assaig d’ELISA, 100µl del sèrum diluït (1/1000 en 0,1% BSA, 0,05% 





ON a 4ºC, rentades 6 vegades amb 200µl de TBST, incubades amb un Ac 
secundari HRP conjugat diluït 1/2000 en PBST durant 1 h a temperatura 
ambient, rentades 6 vegades amb 200µl de PBST i revelades amb una solució 
de o-fenilendiamina en buffer citrat pH 5.  
 
3.5 Western blotting 
 
Els teixits i cultius cel·lulars van ser homogeneïtzats amb lisis buffer (50mM 
Tris, pH 7,5, 10mM fosfat de sodi, 150mM clorur de sodi, 1% Tritó X-100, 5mM 
EDTA, 5mM iodoacetat, 1mM benzamidina, 5µg/ml leupeptina, 5µg/ml 
aprotinina) i incubats 30 min en gel. Els lisats van ser centrifugats a 10,000 x g 
durant 20 min per tal de de separar tot el material insoluble. Alíquotes de 10µg 
dels lisats de proteïna obtinguts o de proteïnes recombinants van ser 
separades per SDS-PAGE i transferides a membranes de nitrocel·lulosa. Les 
membranes van ser bloquejades amb TBS-0,05% Tween-20 i 2% de llet, i 
posteriorment incubades amb sobrenedants de cultius cel·lulars que contenien 
l’Ac monoclonal 76F amb una dilució 1/10. Després de diversos rentats amb 
TBS-0,05% Tween-20, la unió a l’anticòs va ser visualitzada amb horseradish 









Seccions parafinades de pàncrees de rata van ser desparafinades i 
rehidratades per tal de poder realitzar la immunohistoquímica. La peroxidasa 
endògena va ser bloquejada mitjançant un tractament amb 0,3% de peròxid 
d’hidrogen en metanol i les seccions van ser posteriorment tractades amb 
sèrum de porc (20% en TBS). Les seccions van ser incubades ON a 4ºC amb 
l’Ac monoclonal 76F, o Acs policlonals contra la insulina (ICN, Thame, UK) o 
glucagó (Sigma, Poole, UK). La unió del 76F va ser visualitzada mitjançant la 
incubació amb l’Ac secundari adequat i amb el mètode de l’estreptavidina 
marcada amb peroxidassa amb el substrat 3,3’-diaminobenzidina tot i utilitzant 
un kit comercial (LSAB Plus, Dako, Cambridge, UK). Les seccions van ser 
posteriorment tenyides amb hematoxilina, deshidratades i muntades per poder 
ser analitzades per microscòpia. Seccions consecutives marcades amb Acs 
contra insulina o glucagó van ser incubades amb el segon Ac primari (contra 
insulina o glucagó) durant 1 h a temperatura ambient, rentades, i l’unió amb l’Ac 
va ser detectada amb la Immunoglobulina FITC-conjugada anti-guinea pig o 
anti-conill (Stratech, Luton, UK).  
La línia cel·lular βTC3 va ser plaquejada en cobreobjectes recoberts amb poli-
L-lisina i després de dos dies de cultiu les cèl·lules van ser fixades durant 20 
min amb 3% paraformaldehid en PBS. Després de la desactivació de 
l’autofluorescència amb 15mM de glicina, les cèl·lules es van permeabilitzar 
durant 4 min amb 0,1% (w/v) Tritó X-100 en PBS i posteriorment es van incubar 
durant 10 min amb 0,2% (w/v) de gelatina en PBS per evitar unions no 





anti-Insulina 1:600 (DAKO); sobrenedant dels hibridomes del 76F o A9 diluïts 
1/2  en 0,2% (w/v) gelatina,16,5%(v/v) sèrum de cabra, 0,3% (Tritó X-100, 
40mM buffer fosfat, 0,45 M NaCl) va ser realitzada amb els temps apropiats per 
a cada Ac. Després de diversos rentats en PBS-gelatina els cobreobjectes van 
ser incubats durant 1 h a 37ºC amb l’Ac secundari específic. Després de  
diversos rentats es va muntar les preparacions amb Gelvatol i es van analitzar 
les imatges amb un microscopi amb sistema DeltavisionTM (Applied Precision). 
 
3.7 Anàlisi de biosíntesis i degradació 
 
La síntesis d’IA2 va ser analitzada mitjançant la incorporació de 35S-
metionina/cisteïna i posterior detecció per immunoprecipitació i autoradiografia. 
Els illots de rata (200 per condició) van ser incubats durant 2 h a 37ºC en 100µl 
d’HEPES buffered Hanks’ balanced salt solution (HBSS) que contenia 1mg/ml 
de BSA, 6mmol/l glucosa, 10% metionina, un mix d’aminoàcids deficient en 
cisteïna (Amersham-Pharmacia Biotech, Amersham, U.K.) i 4MBq d’EasyTag 
Express protein labeling mix (NEN, Hounslow, U.K.) en presència o absència 
de 10nmol/l d’insulina. Els illots van ser lisats, i immunoprecipitats amb el 76F o 
amb un Ac control irrellevant. Els complexes formats van ser aïllats amb 
proteïna A Sepharose i analitzats per SDS-PAGE i autoradiografia. 
La degradació d’IA2 va ser analitzada per experiments de pulse-chase. Les 
proteïnes dels illots van ser marcades durant 1 h a 37ºC en 100µl de HBSS que 
contenia 1mg/ml de BSA, 20mmol/l glucosa, 10% metionina, el mix 
d’aminoàcids deficient en cisteïna i 12 MBq d’EasyTag Express protein labeling 





que contenia 6mmol/l glucosa amb o sense 10nml/l insulina. L’IA2 dels illots 
marcats radioactivament va ser detectat per immunoprecipitació i 
autoradiografia, mètode descrit prèviament.  
 
3.8 Anàlisis estadístics 
 
Depenent dels estudis es van utilitzar diferents tipus d’anàlisis. Les 
comparacions entre grups es van realitzar amb l’anàlisi de la t d’estudent  
d’ANOVA, el U-test de Mann-Whitney o amb el Fischer’s Exact Test. També es 
va utilitzar l’anàlisis de supervivència Kaplan-Meier per determinar el risc de 
desenvolupar la T1D. Tots els anàlisis estadístics es van fer amb el SPSS 




































“Monoclonal antibody 76F distinguishes IA-2 from IA-2b and overlaps an 
autoantibody epitope” S. Piquer, L. Valera, V. Lampasona, B. Jardin, S. 
Roche, C. Granier, M.R. Christie, E. Bonifacio, D. Laune. Journal of 
Autoimmunity 2006; 26:215-222. 
 
L’objectiu d’aquest treball fou l’obtenció i posterior caracterització d’acs 
monoclonals (maacs) dirigits contra les molècules d’IA2 i d’IA2b. Per tal 
d’assolir aquest objectiu es van injectar intraperitonealment durant 4 setmanes 
les proteïnes recombinants d’IA2 humana (aminoàcids 389-979) i d’IA2b 
(aminoàcids 741-1033) a ratolins BALB/c i NOD, respectivament.  
Es van obtenir nou clons reactius per IA2 dels quals cinc s’unien al domini 
intracel·lular i quatre al domini extracel·lular de la proteïna. Els cinc clons que 
s’unien al domini intracel·lular competien entre ells per la unió a IA2 indicant 
que s’unien a un epítop molt semblant.  
Es van caracteritzar una de les clones obtingudes de cadascuna de les 
microinjeccions, l’aac que es va anomenar 76F  (IgG2bК amb una KD de 9.2 x 
10-8M (afinitat per IA2)) que reconeixia el domini intracel·lular d’IA2 i l’aac 
anomenat A9 (IgG1К amb una KD de 9.2 x 10-8M) obtingut de la microinjecció 
dels ratolins NOD amb IA2b.  
Ambdós aacs reconeixien per western blot una proteïna de 65 kDa en lisats 
d’illots humans i de rata, de la línia cel·lular bTC3 i de la glàndula pituïtària 
mentre que el senyal era inexistent en lisats de línies cel·lulars de 





rata RIN5mAH, resultat que coincidia amb l’expressió tissular i cel·lular d’IA2 i 
IA2b. Els anàlisis d’immunohistoquímica van mostrar com el 76F s’unia a la 
cèl·lula beta dels illots mentre que la microscòpia confocal va co-localitzar 
parcialment el marcatge obtingut per ambdós aacs amb el marcatge per 
insulina.  
Posteriorment es va passar a la caracterització d’ambdós aacs. Els assaigs 
d’immunoprecipitació amb proteïnes recombinants que contenien el domini 
intracel·lular d’IA2 i d’IA2b marcades radioactivament van demostrar que el 76F 
era un mAc ja que era capaç de reconèixer el domini intracel·lular d’IA2 de 
diferents espècies (humana, rata i ratolí) però no l’IA2b. Les 
immunoprecipitacions realitzades amb proteïnes quimera d’IA2/IA2b van 
identificar la regió d’unió del 76F a la regió de juxtamembrana d’IA2, més 
concretament entre els aminoàcids 605 i 642. L’aac A9, per la seva banda, 
reconeixia la regió PTP d’ambdues proteïnes tant per western blot com per 
immunoprecipitació.   
Per tal de caracteritzar la regió mínima necessària per a la unió d’aquests dos 
aacs es van realitzar anàlisis de mapatge de pèptids. Aquesta tècnica va 
confirmar que ambdós acs reconeixien epítops localitzats a la regió 
intracel·lular d’IA2. L’epítop mínim per al 76F contenia 5 residus (FEYQD), 
corresponent a la regió de JM d’IA2 que conté els aminoàcids 626-630. La 
substitució de tots els aminoàcids per alanina va determinar que els residus 
claus per la unió de l’aac eren tres: 626F, 628Y i 629Q. Aquests resultats van ser 
confirmats posteriorment per anàlisis mutacionals addicionals d’aquests tres 
residus. Per l’aac A9 l’epítop mínim contenia 7 residus LCAYQAE, domini 





regió els aminoàcids claus determinats per a la unió de l’ac van ser 2: 719Y i 
720Q.  
Donat que l’epítop reconegut pel 76F es trobava a la regió reconeguda pels 
aacs que reconeixien l’epítop JM2 (621-630), prèviament caracteritzat en 
pacients afectes de T1D, es van realitzar assaigs de competició per veure si el 
76F era capaç de desplaçar la unió d’aquests aacs. Aquests experiments van 
mostrar com els sèrums positius per JM2 inhibien la unió del 76F a l’IA2 mentre 
que la inhibició d’aquesta unió per part dels sèrums positius per JM1 o per la 
regió de PTP era pràcticament inexistent.  
Aquest treball caracteritza un maac que distingeix entre IA2 i IA2b, dues 
proteïnes amb un grau d’homologia elevat caracteritzades com dos dels 
principals autoantígens en la T1D. El 76F és un maac que reconeix la forma 
nativa i desnaturalitzada de l’IA2 d’origen humà, de rata i de ratolí. L’epítop de 
reconeixement del 76F està format pels residus FEYQD, seqüència localitzada 
a la regió de juxtamembrana de la molècula d’IA2 inexistent a IA2b, que forma 
part d’un dels epítops linears reconeguts pels aacs dels pacients afectes de 
T1D. Aquesta característica l’assenyala com una eina molt valuosa en els 




















































“Different regulated expression of the tyrosine phosphatase-like proteins 
IA-2 and phogrin by glucose and insulin in pancreatic islets” K. Löbner, H. 
Steinbrenner, G. A. Roberts, Z. Ling, GC. Huang, S. Piquer, D. G. 
Pipeleers, J. Seissler, M.R. Christie. Diabetes 2002; 51:2982-2988. 
 
L’objectiu d’aquest treball va ser l’estudi de la regulació de l’expressió de les 
molècules d’IA2 i IA2b així com la relació d’aquesta amb la maduració de la 
resposta secretora d’insulina en els illots pancreàtics després del naixement. 
Aquests estudis es van realitzar en: 
 
- illots de rata Wistar de diferents edats (1,5 i 10 dies així com rates adultes de 
5 setmanes) aïllats mitjançant digestió per col·lagenassa 
- cèl·lules pancreàtiques b  i no-b aïllades purificades per sorting a partir d’illots 
pancreàtics de rates adultes tractats amb tripsina.  
- illots humans aïllats mitjançant un protocol modificat basat en el mètode de 
Ricordi.   
 
L’anàlisi de l’expressió d’ambdues proteïnes en els illots de rata a diferents 
temps (1, 5, 10 dies i rates adultes) va indicar un augment progressiu de 
l’expressió de la molècula d’IA2 durant les dues primeres setmanes de vida  
però no d’IA2β, on els nivells detectats eren ja elevats en rates d’un dia.  Els 
estudis de secreció d’insulina en resposta a la glucosa (20mM) en els mateixos 
illots van demostrar un augment progressiu de la secreció d’insulina en 
resposta a la glucosa durant els primers 10 dies de vida, augment que es 
correlaciona amb l’augment de l’expressió de la molècula d’IA2. En illots de rata 





mRNA d’IA2 en resposta a la glucosa i a agents que potencien la secreció 
d’insulina via un augment de l’AMPcíclic (IBMX i forskolina). Per altra banda, 
els nivells proteics d’IA2 així com la seva biosíntesis es van veure incrementats 
pel tractament dels illots amb insulina, un tractament que no va  afectar els 
nivells de RNA missatger de la molècula. El bloqueig de la secreció de la 
insulina mitjançant la diazoxida (fàrmac que provoca l’obertura dels canals de 
potassi), o de l’acció de la insulina amb anticossos contra el receptor de la 
molècula va inhibir l’augment dels nivells proteics d’IA2 induïts per la glucosa 
mentre que no va tenir cap efecte sobre els nivells de RNA missatger de la 
molècula. L’expressió d’IA2b no es va veure modificada per cap dels 
tractaments realitzats.   
Els resultats d’aquest estudi indiquen la regulació de la molècula d’IA2 a nivell 
de RNA missatger per part de la glucosa i nivells elevats d’AMPc. Per la seva 
banda, els nivells proteics de la molècula es troben modulats per la insulina 
secretada localment a través de l’estimulació de la seva biosíntesis. L’expressió 
d’IA2b no es veu modificada per cap dels factors modificadors de la funció b 
cel·lular utilitzats en aquest treball. Així doncs, aquest estudi demostra una 
regulació diferencial d’IA2 i IA2b, dues proteïnes altament homòlogues que 
formen part dels grànuls de secreció i identifica l’IA2 com una proteïna sota la 






































“Two distinctly HLA associated contiguous linear epitopes uniquely 
expressed within the IA-2 molecule are major autoantibody epitopes of the 
diabetes-specific tyrosine phosphatase like protein autoantigens”. M. 
Bearzatto, H. Naserke, S. Piquer, K. Koczwara, V. Lampasona, A. Williams, 
MR. Christie, P.J. Bingley, A-G. Ziegler, E. Bonifacio. Journal of 
Immunology 2002; 168:4202-4208. 
 
Els objectius d’aquest treball eren la identificació dels epítops específics 
existents en la regió de JM de la molècula d’IA2, on un treball previ del mateix 
grup va determinar-ne l’existència dins la regió formada pels primers 82 
aminoàcids, així com l’estudi de la seva prevalença en familiars de primer grau 
positius per IA2. Per tal d’assolir el primer objectiu es van utilitzar els sèrums de 
19 pacients amb aacs contra la regió JM d’IA2, seleccionats a partir d’una 
cohort de 217 pacients neodiagnosticats per T1D. El segon objectiu es va 
aconseguir tot i analitzant 106 sèrums de familiars de primer grau positius per 
IA2.  
La utilització de diferents constructes quimera de les molècules d’IA2 i IA2b així 
com mutants deleccionats de la molècula d’IA2 en l’anàlisi dels aacs contra IA2 
va determinar l’existència de dos epítops a la regió de JM d’IA2, JM1 
(aminoàcids 601-620) i JM2 (aminoàcids 621-642). Per tal de poder 
caracteritzar l’epítop mínim per a la unió dels aacs es van realitzar experiments 
de competició amb diferents pèptids (20-mer) de la regió de JM. Els resultats 
d’aquesta part de l’estudi van ser la identificació de dos epítops linears contigus 
d’aquesta regió, JM1(611-620) i JM2 (621-630). L’estudi de la prevalença dels 
aacs contra aquests dos epítops en familiars de primer grau va detectar la 
presència d’aacs contra JM1 i/o JM2 en el 68% (72/104) dels sèrums analitzats. 





sèrums dels familiars de primer grau analitzats. Els aacs contra ambdós 
epítops només es van detectar en 2 dels sèrums (p<0.0001). 
L’anàlisi del genotip HLA dels familiars de primer grau positius per IA2 tot i 
relacionant-lo amb la reactivitat dels sèrums pels diferents epítops va donar els 
següents resultats: 
 
 Reactivitat dels anticossos contra IA2 JM 
Genotip 
HLA DR 
JM1        
(n=23) 
JM2        
(n=31) 




DR3/4 1(4)a 12(39) 0 11(39) 
DR13/4 1(4) 6(19) 0 0 
DR1/4 0 5(19) 0 1(4) 
DR4/yb 9(39) 8(26) 1 12(43) 
DRx/xc 12(52) 1(3) 0 4(14) 
 
a percentatges en parèntesis. 
b al·lels diferents a DR1, DR3 i DR13. 
c al·lels diferents a DR4. 
 
Es va detectar la mateixa associació entre el genotip HLA DR i els acs contra 
JM1 i JM2 quan es van analitzar les mostres de 19 dels pacients 
neodiagnosticats de T1D utilitzats prèviament en la caracterització d’ambdós 
epítops. En aquesta població, cap dels 8 pacients positius per JM1 i 5 (84%) 
dels 6 positius per JM2 tenia el genotip HLA DR3/4 (p<0.005), mentre que 5 
(62%) dels individus positius per JM1 tenien un genotip HLA sense la presència 






Els resultats d’aquest estudi identifiquen l’existència de dos epítops linears 
contigus a la regió de JM de l’IA2, específics per a aquesta molècula, JM1 
(aminoàcids 611-620) i JM2  (aminoàcids 621-630), contra els quals va dirigida 
la majoria de la reactivitat dels aacs contra aquesta regió i que són reconeguts 
per una gran part dels sèrums dels familiars de primer grau positius per IA2. 
Per altra banda, la presència d’aacs contra un d’aquests epítops és 
pràcticament mútuament excloent i s’associa a diferents genotips HLA de 








































“Humoral autoimmune responses to glutamic acid decarboxylase have 
similar target epitopes and subclass that show titer-dependent disease 
association” S. Piquer, C. Belloni, V. Lampasona, E. Bazzigaluppi, M. 
Vianello, B. Giometto, E. Bosi, G.F. Bottazzo, E. Bonifacio. Clinical 
Immunology. 2005;  
 
L’àcid glutàmic decarboxilassa (GAD) és un enzim que catalitza la conversió de 
l’àcid L-glutàmic a àcid g-aminobutíric (GABA), localitzat majoritàriament al 
citoplasma i a les vesícules micro-secretores de les neurones secretores i de 
les cèl·lules b pancreàtiques. Les espècies de mamífers expressen dues 
isoformes altament homòlogues de GAD, anomenades GAD65 i GAD67 
d’acord amb el seu pes molecular en kDa. GAD65 és una de les principals 
dianes de la resposta humoral immune en la T1D, en el síndrome de Stiff man 
(SMS) i en el síndrome poliendocrí autoimmune de tipus II (APS-II) on diverses 
endocrinopaties autoimmunes (principalment malalties autoimmunes del 
tiroides, gastritis, la malaltia d’Addison i la T1D) coincideixen en diverses 
combinacions. Diversos estudis han analitzat el perfil dels aacs contra la 
molècula de GAD en aquestes tres patologies suggerint una relació entre el 
patró humoral autoimmune detectat i el tipus de patologia. En contra d’aquests 
treballs es troben els resultats obtinguts per un grup finlandès que indicarien 
que algunes d’aquestes diferències serien degudes a  la diferència en el títol 
d’aacs entre els pacients afectes de T1D i de SMS.  
L’objectiu d’aquest treball era determinar la possible existència d’un patró 
específic de resposta contra la molècula de GAD (reconeixement de diferents 





d’assolir aquest objectiu es va quantificar i caracteritzar la resposta d’aacs 
contra la molècula de GAD en pacients afectes d’aquestes tres patologies tot i 
analitzant 44, 18 i 24 mostres, respectivament. Dins del grup de pacients 
afectes de T1D existeixen dos subgrups: 
 
- 20 pacients positius per GAD seleccionats aleatòriament.  
- 24 individus positius per GAD seleccionats en base al nivell de reactivitat 
contra aquesta molècula (>1000 unitats).  
 
L’anàlisi dels aacs contra la molècula de GAD va detectar diferències 
significatives entre els diferents grups d’estudi. Els títols de GAD en els 
individus afectes de T1D (mitja 70 unitats; rang: 31-150 unitats) eren molt 
inferiors als detectats en els pacients afectes de SMS (mitja 40500 unitats; 
rang: 1180-50000 unitats) o APS-II (mitja 2630 unitats; rang: 1130-12200 
unitats).  
Tots els individus positius per GAD van ser positius per IgG1, amb un títol molt 
més elevat en els pacients afectes de T1D seleccionats en base a un alt títol 
d’aacs contra la molècula de GAD, els individus afectes de SMS i els pacients 
afectes de APS-II (tots p<0.0002). El patró detectat per IgG2, IgG3 i IgG4 
(detectades a títols molt inferiors que la IgG1) va ser semblant, amb una 
prevalença significativament superior en els pacients afectes de T1D 
seleccionats en base a un alt títol d’aacs contra la molècula de GAD (23/24 
p=0.0003) i els pacients afectes de APS-II (21/24 p=0.004) però no en els 





Pel que fa a la reactivitat contra els diferents epítops l’anàlisi dels resultats 
també va mostrar diferències entre els individus afectes de T1D positius per 
GAD seleccionats aleatòriament i la resta dels grups (tots p< 0.0001) (els títols 
detectats contra totes les proteïnes i quimeres de GAD eren inferiors en el grup 
de pacients afectes de T1D seleccionats aleatòriament). La prevalença dels 
aacs contra els epítops NH2-terminal i MID-b (AA 96 - 242) i contra la molècula 
de GAD67, minoritària en els individus afectes de T1D seleccionats 
aleatòriament (25%, 30% i 25%, respectivament) va ser significativament 
superior en la resta dels grups analitzats, pacients afectes de SMS (95%, 
100%, 84%; tots p<0.0001), individus afectes de APS-II (75%, 79%, 67%; tots 
p<0.005) i pacients afectes de T1D seleccionats en base a un alt títol d’aacs 
(79%, 79%, 75%; tots p<0.002). 
Els resultats d’aquest estudi indiquen que la prevalença incrementada dels 
aacs contra els epítops NH2-terminal de la molècula de GAD65 i contra la 
molècula de GAD67 així com dels aacs de subclasses IgG2, IgG3 i IgG4 
detectada en els pacients afectes de SMS és un efecte secundari degut a l’alt 
títol d’aacs d’aquest grup ja que el patró de reconeixement dels diferents 
epítops i subclasses és similar quan es comparen amb els altres grups de 
pacients seleccionats en base a un títol d’aacs semblant. Així doncs, la possible 
existència d’un patró humoral específic de resposta contra la molècula de GAD 




































“Radiobinding assay for detecting autoantibodies to single epitopes” V. 
Lampasona, C. Belloni, S. Piquer, S. Bonicchio, R. Furlan, E. Bonifacio. 
Journal of Immunological Methods 2008; 336:127-134. 
 
L’objectiu d’aquest treball era el desenvolupament d’un assaig per tal de poder  
i quantificar els aacs contra epítops específics de la molècula d’IA2, donat que 
la seva detecció és una ajuda important en la caracterització de la progressió 
de la T1D.  
Per tal d’assolir aquest objectiu es van generar diferents constructes tot i 
integrant seqüències peptídiques que contenien diferents epítops de la 
molècula dins una seqüència bacteriana codificant de la thioredoxin A (TrxA), 
seqüència modificada que conté un polilinker dins la zona del loop actiu que 
sobresurt cap al solvent provocant així una eficient presentació de l’epítop 
insertat. Les seqüències insertades van ser els epítops JM1 (aminoàcids 609-
621), JM2 (aminoàcids 619-631) i JM3 (aminoàcids 609-631), així com l’epítop 
MOG40-55 que correspon al domini immunoglobulin-like de la proteïna MOG 
(myelin oligodendrocyte glycoprotein) utilitzat per a la validació del  
radioimmunoassaig de fase fluïda. Per a la realització d’aquest mètode es 
transcriuen i tradueixen in vitro aquests constructes en presència de 35S-
methionine per tal de poder utilitzar les proteïnes generades com a antígens en 
l’assaig d’immunoprecipitació.   
El primer que es va realitzar va ser la validació del radioimmunoassaig epítop-
específic tot i utilitzant un model animal d’encefalitis al·lèrgica experimental 
(EAE) generat mitjançant la immunització de ratolins C57BL/6 amb el pèptid 
corresponent als aminoàcids 40 a 55 de la proteïna MOG. Els anticossos contra 





l’eficiència del mètode per tal de detectar els anticossos contra epítops 
específics.  
Posteriorment es va realitzar l’assaig amb mostres humanes. Es van utilitzar 
sèrums provinents d’una cohort de 113 pacients neodiagnosticats per T1D, dels 
quals 89 tenien aacs contra la molècula d’IA2 (mostres prèviament 
caracteritzades  per la presència d’acs contra la regió del JM d’IA2) així com 
sèrums de 87 individus controls. Els aacs contra l’epítop IA-2609-631 van ser 
detectats en 50 dels 113 sèrums de pacients analitzats però en cap dels 
individus control. D’aquests 50 individus positius, 34 també reaccionaven contra 
l’epítop IA-2609-621 (JM1) i 33 contra l’epítop IA-2619-631 (JM2). Aquest assaig va 
identificar un nou epítop, anomenat JM3, a partir de 7 sèrums de pacients 
neodiagnosticats de T1D, positius per l’epítop IA-2609-631 però negatius per a les 
subespècies JM1 i JM2.  
Tot seguit es va voler comparar l’eficiència d’aquest assaig amb un mètode 
d’ELISA que utilitzava l’epítop IA-2609-631 com a antígen. El nou mètode de 
radioimmunoassaig epítop-específic va resultar més sensible que no pas 
l’ELISA utilitzat, ja que aquest darrer només detectava alguns dels sèrums 
positius per JM1 i JM3 però cap dels positius per JM2.  
La combinació del radioimmunoassaig epítop-específic desenvolupat amb 
estratègies de mutagènesi d’un únic aminoàcid de l’epítop IA-2609-631 va 
permetre la identificació dels diferents aminoàcids implicats en la unió dels acs 
contra JM2 i JM3 mostrant així les seves diferències pel que fa als 






Els resultats d’aquest estudi demostren que la presentació d’un pèptid petit que 
codifica per un epítop complert a l’interior d’una proteïna neutra, tipus la TrxA, 
és un mètode prou sensible per detectar específicament els diferents epítops 
d’una molècula. Per altra banda, aquest sistema permet l’aplicació de l’anàlisi 
mutacional que condueix a la identificació dels residus clau per a la formació 









































































Diversos estudis han associat la presència d’autoanticossos contra l’illot amb el 
desenvolupament de la T1D 301. L’aparició d’aacs contra un o més dels 
autoantígens coneguts associats a aquesta malaltia (GAD65, IA2 o IAA) és el 
senyal del procés patogènic autoimmune de mort b cel·lular. De fet, l’atac 
contra la cèl·lula b pot ser detectat per la presència d’aacs depenent dels 
factors de risc associats al genotip, l’isotip i el subtipus dels aacs així com la 
seva especificitat respecte els epítops. Tot i que un estudi recent publicat per 
Strollo i col·laboradors suggereix que incloure la determinació d’acs contra la 
molècula d’insulina oxidada respecte els IAA que mesuren aacs contra la 
molècula nativa, millora l’avaluació del risc i la precisió de la predicció a 
desenvolupar T1D en una població de nens positius per acs standarts contra 
l’illot 302 i que alguns estudis estudien la possibilitat que la determinació d’acs 
contra ZnT8 pugui substituir la determinació contra IAA, GAD65 i IA2 com a 
valor predictiu per al desenvolupament de la T1D 303 fins ara la presència 
d’anticossos contra la molècula d’IA2 implica un risc més elevat pel 
desenvolupament de la T1D que no pas la sola presència d’aacs contra GAD 
i/o IAA. Aquest fet implica una possible relació causal d’aquesta molècula en el 
desenvolupament de la malaltia. La manca d’informació respecte la funció 
d’aquesta molècula així com els pocs recursos existents per a la realització 
d’estudis dirigits a conèixer la funció i regulació d’aquesta proteïna ens va 
portar al desenvolupament del treball que porta per títol “Monoclonal antibody 





aquest treball es descriu l’obtenció de dos acs monoclonals el 76F i l’A9 que 
reconeixen la molècula d’IA2 exclusivament i les molècules d’IA2 i IA2b, 
respectivament. Un altre treball més recent publicat per Takeyama i 
col·laboradors mostra l’obtenció de dos nous acs monoclonals contra la 
molècula d’IA2 anomenats SK1 i CC20 amb una especificitat d’epítop pels 
residus 446-479 i 696-745, respectivament 175.  
El 76F reconeix la forma nativa i desnaturalitzada de la molècula d’IA2 d’origen 
humà i murí (rata i ratolí) i té una especificitat d’epítop pels residus 626-630 
(FEYQD) que es troben en la regió de juxtamenbrana de l’IA2 humà i murí però 
no a la de l’IA2b. Aquesta regió per la seva banda correspon a un epítop linear 
trobat en anticossos de pacients afectes de T1D (JM2), la unió dels quals a 
l’IA2 es veu inhibida per la presència del 76F.  
L’obtenció d’aquest ac ens porta a la realització de l’objectiu II d’aquesta tesi 
que es basa en la seva utilització en treballs per a la detecció d’epítops 
específics en la TD1 i en estudis funcionals.   
Pel que fa a l’autoimmunitat, el 76F ha estat utilitzat en diversos treballs per a la 
detecció d’epítops específics en la TD1. De fet, un anàlisi realitzat en el nostre 
grup demostra com la presència del residu 626 és crítica per la unió de l’ac 
anomenat JM2 que reconeix l’epítop 621-630 de la molècula d’IA2. La 
superposició del 76F amb epítops reconeguts per acs relacionats amb la 
diabetis el fan un bon candidat per tal de ser utilitzat en assaigs per detectar 
acs epítop específics mitjançant desplaçament de l’ac monoclonal 217. Un 
treball que forma part d’aquesta tesis “Two distinctly HLA associated 
contiguous linear epitopes uniquely expressed within the IA-2 molecule are 





protein autoantigens” també utilitza el 76F. Els epítops JM (epítops JM1(IA2611-
620) i JM2 (IA2621-630)) són reconeguts pel 67% dels subjectes afectes per TD1 
positius per acs contra la molècula d’IA2 i els familiars positius per aquests acs 
tenen un risk de més del 50% a desenvolupar T1D en 6 anys fins i tot en 
absència de genotips HLA associats a T1D. La inhibició de la unió del 76F a la 
molècula d’IA2 és altament específica per part dels sèrums que contenen acs 
contra l’epítop JM2 (IA2621-630) i permet diferenciar els sèrums que contenen 
acs que reconeixen l’epítop adjacent JM1(IA2611-620). Els sèrums amb acs 
contra epítops distants tampoc no inhibeixen la unió del 76F a l’IA2. Per altra 
banda, les diferències detectades en l’habilitat dels diferents sèrums amb 
anticossos contra l’epítop JM2 per inhibir la unió del 76F a l’IA2 estan 
directament relacionades amb el títol d’anticossos contra la molècula d’IA2 
d’aquests sèrums i amb les diferències en els residus de l’epítop JM2 dels 
diferents pacients (observacions del nostre grup no publicades). Tot i que 
existeixen diferents assaigs per tal de diferenciar els acs específics per alguns 
dels epítops d’IA2 els resultats d’aquest treball demostren que es possible 
desenvolupar noves metodologies que utilitzin acs monoclonals dirigits a 
regions d’autoepítops per tal de diferenciar aacs que reconeixen epítops 
adjacents. Aquest fet és important per tal de poder fer una monitorització del 
procés d’autoimmunitat, factor important ja que s’ha demostrat que la 
progressió i gravetat d’una malaltia estan sovint relacionades amb el 
desenvolupament d’aacs contra epítops nous 304 o específics 305. Aquest fet 
també es important per tal de poder monitoritzar teràpies que estiguin 
associades amb el desenvolupament de nous processos d’autoimmunitat. El 





és mútuament excloent de l’altre; Es van trobar acs JM2 i no JM1 en familiars 
amb genotips HLA DR3/4, DR4/13 o DR1/4  i es demostra com la unió dels 
aacs a l’epítop JM2, però no a l’epítop JM1, va afectar notablement la proteòlisi 
de la molècula d’IA2.  
En aquest punt cal destacar que un article publicat a Diabetes el juny d’aquest 
any identifica acs contra una variant de la molècula d’IA2, l’IA2var, que té tres 
substitucions aminoacídiques (Cys27, Gly608 i Pro671) respecte la molècula 
complerta. Es van analitzar els aacs contra IA2var en 1686 familiars de primer 
grau de pacients amb T1D provinents de l’estudi anomenat TrialNet Pathway to 
Prevention Study i la presència d’aquests es va relacionar amb una progressió 
accelerada cap al desenvolupament de la T1D en aquells individus positius per 
GAD65 i/o insulina, però negatius per IA2 en els tests standarts. A més a més, 
els familiars positius per aacs contra IA2var i per a un dels aacs utilitzats en els 
assaigs tradicionals i amb l’haplotip d’alt risc HLA-DRB1*04-DQB1*03:02 
debuten ràpidament. El modelatge molecular de la molècula d’IA2var prediu 
que la variació genòmica dels tres aminoàcids indueix canvis en l’estructura 
tridimensional que podria provocar el desenmascarament d’epítops en el 
domini extracel·lular de la molècula. Així aquest estudi suggereix que la 
presència d’aquests aacs identificaria subjectes amb alt risc per desenvolupar 
la malaltia que podrien participar en estudis de prevenció i que tenen un sol aac 
en els screenings standarts, de manera que sense la determinació dels aacs 
contra aquesta variant de la molècula serien classificats com a familiars amb 






El 76F també ha estat utilitzat com a control positiu en el desenvolupament 
d’assaigs per detectar aacs contra epítops específics 307, com és el cas de 
l’article “Radiobinding assay for detecting autoantibodies to single epitopes” que 
forma part d’aquesta tesis i en la caracterització de l’abs monoclonal humà 96/3 
mitjançant assaigs de mutagènesis dirigida 308.  
L’IA2 és una molècula involucrada en els processos de secreció de la 
insulina189–191,193. Els mecanismes pels quals la cèl·lula b aconsegueix mantenir 
una reserva constant de grànuls de secreció són encara desconeguts. Es 
coneix que IA2 és una proteïna intrínseca de membrana dels grànuls de 
secreció el domini citosòlic de la qual s’uneix a la β2-sintrofina, a la proteïna 
associada a la F-actina i pateix un tall per la m-calpaina (residus 658-659) en el 
seu domini citoplasmàtic que genera un fragment anomenat ICA512-CCF 
(residus 659-979) que es dirigeix cap al nucli i regula positivament la 
transcripció de gens dels grànuls com la insulina i el seu propi gen. Per altra 
banda, l’ICA512-CCF també pot dimeritzar amb la molècula intacta d’IA2 dels 
grànuls desplaçant la β2-sintrofina i provocant un augment de la mobilitat dels 
grànuls i de la secreció d’insulina. La funció d’IA2b, molècula altament 
homòloga a IA2 en el seu domini citoplasmàtic, és menys coneguda. Així 
doncs, eines per poder distingir IA2 d’IA2b, així com diferents regions d’IA2 són 
molt útils a l’hora d’estudiar les funcions d’aquestes dues proteïnes. En el 
moment de la realització d’aquest treball hi havia poques eines per a la 
detecció d’IA2 i d’IA2b i la majoria eren anticossos policlonals que reconeixien 
ambdues proteïnes o anticossos pèptid-específics. Existia un ac humà (96/3) 
obtingut a partir de una línia cel·lular B d’un pacient afecte de TD1 





compartit pel domini PTP de les molècules d’IA2 i IA2b representat pel motiu 
NXEXX(AA aromàtic)XXG que inclou els residus N858, E836 i F799. El 76F té un 
requeriment d’epítop mínim (AA aromàtic) X (AA aromàtic) (Q/N/C/M/H/P), 
seqüència conservada a la regió de juxtamembrana propera a la regió de tall de 
la m-calpaina de la molècula d’IA2 de ratolí, rata i humans que no es troba 
conservada en la molècula d’IA2b per la manca d’un AA aromàtic al principi del 
motiu. Així, el 76F pot distinguir entre les molècules d’IA2 i d’IA2b així com 
entre la molècula intacta d’IA2 i la molècula d’IA2 que ha estat tallada per la m-
calpaina i que per tant, ha perdut el seu domini citoplasmàtic. Aquest darrer fet 
és molt interessant a l’hora de realitzar estudis funcionals. En aquest sentit, 
també és important la generació de l’ac CC2 per part de Takeyama i 
col·laboradors en un estudi publicat l’any 2009 que reconeix específicament la 
molècula d’IA2 entre els residus 696 i 745 i que per tant permetria distingir i 
localitzar   el   domini   citoplasmàtic   de   la   proteïna   generat   pel  tall  de  la  
m-calpaina 175.  
El 76F ha estat utilitzat en diversos treballs de caracterització funcional i 
regulació de l’expressió de la molècula d’IA2.  
Roberts i col·laboradors van utilitzar aquest ac monoclonal en l’estudi de 
l’expressió de la molècula d’IA2 durant el desenvolupament dels illots 
pancreàtics 183. En aquest treball es demostra mitjançant tècniques 
d’immunohistoquímica com l’expressió d’IA2 es detecta durant el 
desenvolupament fetal del pàncrees de rata només en les estructures tipus illot 
positives per insulina i glucagó i negatives per PDX1 en el dotzè dia de 
gestació. Aquest mateix estudi va detectar un increment de la reactivitat per IA2 





a nivells moderats en el dia 10, nivells que augmenten considerablement en els 
illots de rates adultes on s’observa una expressió heterogènia en tots els tipus 
cel·lulars de l’illot. Per demostrar aquest darrer punt el 76F és l’eina utilitzada 
tant en les tècniques d’immunohistoquímica com en la realització dels western 
blots corresponents.   
Un altre treball on s’utilitza el 76F és un dels articles que forma part d’aquesta 
tesis i que porta per títol “Different regulated expression of the tyrosine 
phosphatase-like proteins IA-2 and phogrin by glucose and insulin in pancreatic 
islets” on s’estudia la regulació de l’expressió de la molècula d’IA2 en illots 
humans i de rata 184. L’objectiu d’aquest estudi és definir els efectes de la 
glucosa i la insulina en la regulació de l’expressió als illots pancreàtics de les 
molècules d’IA2 i IA2b així com investigar la relació d’ambdues molècules amb 
la secreció d’insulina. L’estudi demostra com existeix un increment en 
l’expressió d’IA2 en l’illot (estudis realitzats a 1, 5 i 10 dies del naixement), 
augment específic ja que no es detecta en els nivells d’IA2β, els nivells de la 
qual es mantenen estables des del naixement. Amb la finalitat de trobar la 
causa d’aquest increment es van realitzar estudis de secreció d’insulina amb 
glucosa i amb estimuladors i/o bloquejants de la secreció que demostren com 
la insulina és un regulador important de l’expressió de la molècula d’IA2 i el 
mediador dominant dels efectes estimuladors de la glucosa en els nivells d’IA2 
de l’illot in vitro. Aques treball demostra una regulació d’IA2 a nivell de RNA 
missatger per part de la glucosa i una concentració elevada d’AMPc així com 
un efecte de la insulina sobre els nivells proteics d’IA2 mitjançant l’estimulació 





Els experiments de pulse-chase, per la seva banda, indiquen que la degradació 
de l’IA2 és lenta a baixes concentracions de glucosa i que no es veu 
influenciada en presència de insulina.  
El 76F és l’eina metodològica mitjançant la qual es quantifica la presència d’IA2 
en illots de rata de diferents edats mitjançant western blots. En aquest punt és 
important la utilització del 76F ja que la seva especificitat per la molècula d’IA2 
permet estudiar l’expressió d’aquesta molècula tot i comparant-la amb 
l’expressió d’IA2b. Aquest treball també quantifica mitjançant western blot tot i 
utilitzant el 76F com a anticós primari els efectes de la glucosa i de diferents 
agents com la tolbutamida, el IBMX, la forskolina, el PMA, la insulina, el IGF, 
l’anticós contra el receptor de la insulina i la diazoxida sobre l’IA2 a nivell 
proteic. Per tal d’estudiar la regulació post-transcripcional de la molècula d’IA2 
aquest estudi també utilitza el 76F en estudis de marcatge metabòlic en illots 
de rata aïllats. 
L’objectiu III d’aquesta tesis es basa en l’estudi de diferents aspectes de la 
resposta humoral específica contra les molècules de GAD i IA2 (reconeixement 
de diferents epítops i/o subclasses) en la T1D. Dins d’aquest objectiu es 
desenvolupen dos punts concrets, la determinació d’un possible patró 
diferencial de resposta contra la molècula de GAD en individus afectes de 
diabetis T1D respecte altres malalties autoimmunes així com la identificació 
molecular dels epítops més rellevants i immunogènics específics per a la 
molècula d’IA2 en individus afectes de T1D i el desenvolupament d’un mètode 






Per respondre la pregunta sobre la possible existència d’un patró diferencial 
contra la molècula de GAD en individus afectes de T1D respecte individus 
afectes d’altres malalties autoimmunes com el síndrome de Stiff man o el 
síndrome poliendocrí autoimmune de tipus II (APS-II) varem desenvolupar una 
serie d’experiments de l’execució dels quals varem obtenir els resultats que es 
mostren en l’article “Humoral autoimmune responses to glutamic acid 
decarboxylase have similar target epitopes and subclass that show titer-
dependent disease association”. Per realitzar aquest estudi es van utilitzar 
mostres de pacients afectes de les tres patologies i en el cas dels pacients 
afectes de T1D es van fer dos grups, un d’ells amb pacients positius per GAD 
seleccionats aleatòriament i l’altre amb individus positius per GAD seleccionats 
en base a un alt nivell de reactivitat contra aquesta molècula (> 1000 unitats). 
L’anàlisi dels resultats va confirmar la diferència prèviament descrita en la 
resposta autoimmune contra la molècula de GAD entre els pacients afectes de 
T1D i SMS 310–314 però aquesta diferència en la reactivitat contra els diferents 
epítops i en subclasses de IgG és deguda a la marcada diferència existent pel 
que fa als nivells d’acs contra la molècula de GAD entre aquests dos grups. 
Així, la presència de tipus de subclasses diferents a IgG1 que fins al moment 
era considerada una característica específica dels pacients afectes de SMS, ha 
estat associada a la majoria dels pacients afectes de T1D amb una alta 
reactivitat contra la molècula de GAD. Els resultats indiquen que la prevalença 
incrementada dels acs de subclasses IgG2, IgG3 i IgG4 detectada en els 
pacients afectes de SMS és un efecte secundari degut a l’alt títol d’acs d’aquest 





quan es comparen amb els altres grups de pacients seleccionats en base a un 
títol d’acs semblant.  
De la mateixa manera, els pacients afectes de SMS tenen una àmplia 
reactivitat contra la molècula de GAD que inclou aacs contra els epítops que 
s’expressen a l’extrem NH2 terminal i contra la molècula de GAD67, mentre que 
en el cas dels pacients afectes de T1D només tenen aacs contra aquests 
epítops aquells que tenen un alt títol d’aacs contra la molècula de GAD.  
Els resultats del nostre treball indiquen que les diferències qualitatives descrites 
per altres autors no són específiques del tipus de malaltia sinó que són una 
conseqüència de les diferències existents pel que fa als nivells d’acs, idea que 
ja havia estat suggerida per alguns autors 312. Així doncs, la possible existència 
d’un patró humoral específic de resposta contra la molècula de GAD en les 
diferents patologies analitzades quedaria descartada. 
En aquest punt seria interessant destacar els resultats obtinguts per Wyatt i 
col·laboradors en un estudi publicat l’any 2018 on degut a que l’extren N-
terminal de la molècula de GAD65 contribueix poc als epítops reconeguts pels 
aacs contra la molècula associats a la T1D i que un treball previ del mateix grup 
demostrava una major especificitat per la malaltia en els assaigs de 
radioinmunoassaig de la molècula truncada GAD65(96-585) respecte la 
molècula sencera es va crear un nou constructe, la molècula truncada  
GAD65(143-585) per tal d’intentar millorar l’especificitat de l’assaig. Els 
experiments realitzats amb aquest nou constructe demostren una millora de l’ 
especificitat de l’assaig tot i que no afecta la sensibilitat d’aquest, de manera 
que els familiars dels pacients amb T1D positius pels constructes truncats 





que només són positius per la molècula sencera 315. Adicionalment, un estudi 
realitzat per Achenbach i col·laboradors utilitzant la molècula truncada de 
GAD65(96-585) en pacients afectes de diabetis autoimmune latent de l’adult 
(LADA) demostra com la presència d’aacs contra la molècula truncada en 
aquests individus s’associa amb el fenotip clínic de la T1D autoimmune i amb 
un increment de la necessitat de tractament amb insulina 316. 
Així, aquest nou radioimunoassaig amb les molècules truncades es podria 
també aplicar al nostre estudi per tal de seguir analitzant possibles diferències 
qualitatives entre ambdues malalties no detectades anteriorment amb les 
metodologies aplicades.  
Dins del darrer objectiu d’aquesta tesis s’inclou el treball “Radiobinding assay 
for detecting autoantibodies to single epitopes” on es desenvolupa un mètode 
quantitatiu per tal de poder mesurar la prevalença dels epítops més rellevants i 
immunogènics específics per a la molècula d’IA2 en individus afectes de T1D 
donat que la seva detecció podria esdevenir una ajuda important en la 
caracterització de la progressió de la T1D.  
Per tal d’assolir aquest objectiu es van generar diferents constructes integrant 
seqüències peptídiques que contenien diferents epítops de la molècula d’IA2 
dins una seqüència bacteriana codificant de la thioredoxin A (TrxA), seqüència 
modificada que conté un polilinker dins la zona del loop actiu que sobresurt cap 
al solvent provocant així una eficient presentació de l’epítop insertat i es va 
convinar aquest mètode d’expressió de DNA recombinant amb el 
radioinmunoassaig. Aquest nou mètode no només és un mètode prou sensible 
per a la detecció d’aacs contra epítops linears específics, sinó que a més a més 





la formació dels epítops i demostra que entre pacients existeixen un gran 
nombre de diferències en els aminoàcids que formen part dels clústers 
d’epítops que són necessàries per una unió eficient dels acs. El treball també 
identifica un tercer epítop JM3, que es troba entre les fronteres dels constructes 
IA2609-621 i IA2619-631.  
Els resultats d’aquest estudi demostren que la presentació d’un pèptid petit que 
codifica per un epítop complert a l’interior d’una proteïna neutra, tipus la TrxA, 
és un mètode prou sensible per detectar específicament els diferents epítops 
d’una molècula. Per altra banda, aquest sistema permet l’aplicació de l’anàlisi 
mutacional que condueix a la identificació dels residus clau per a la formació 
dels epítops i els subseqüents subtipus d’especificitats antigèniques.   
En el moment de la realització d’aquest treball l’objectiu era la identificació i 
caracterització dels autoantígens associats a la T1D que actuaven com a 
dianes de la resposta immune, amb un doble objectiu ja que els anticossos 
contra aquestes molècules podien actuar com a marcadors predictius del 
desenvolupament de la malaltia i la modulació d’aquesta resposta immune 
contra un antigen podria alterar el curs de la malaltia. És per això que es 
postulava que un augment de les eines necessàries per al seu estudi aportant 
un millor coneixement d’aquests marcadors permetria identificar 
característiques dels acs específiques de la malaltia o altres marcadors que 
puguessin ajudar a diferenciar els individus que no desenvoluparan diabetis 
d’aquells que ho faran ràpidament o bé d’aquells que ho faran a llarg termini 
permetent així també que aquests individus puguin, un cop caracteritzats, ser 
susceptibles de participar en diferents estudis per tal de definir noves 





Malhauradament els estudis realitzats a llarg termini no han trobat que cap dels 
autoantígens analitzats fos clau en el desenvolupament de la malaltia o q la 
presència d’aacs contra la seva molècula o els seus diferents epítops tingués 
un caràcter altament predictiu del desenvolupament de la malaltia i és per 
aquesta raò que mètodes com el desenvolupat pel nostre grup no han sigut 
utilitzats com es preveia o s’esperava durant el seu desenvolupament.  
Destacar per altra banda, que a mida que s’han detectat nous aacs i/o epítops 
rellevants s’han anat desenvolupant mètodes de screening com el publicat per 
Yu et al on es va generar una triple proteïna quimèrica IA2-ZnT8WR que inclou 
la molècula d’IA2 i dos polimorfismes habituals en la molècula de ZnT8, 
arginina o triptòfan en la posició 325 272 per tal de mesurar en un sol assaig 
(mantenint un 100% de sensibilitat i d’especificitat respecte els 
radioinmunoassaigs realitzats amb les molècules individuals) els aacs contra 
ambdues molècules obtenint així tècniques més econòmiques i eficients. De 
fet, un estudi publicat l’any 2018 per Boudiaf i col·laboradors mostra evidències 
que l’anàlisi simultània dels aacs contra ambdues molècules comporta un 






































1. Hem obtingut i caracteritzat el 76F, ac monoclonal que distingeix 
entre l’IA2 i l’IA2b, dues proteïnes amb un grau d’homologia elevat 
caracteritzades com dos dels principals autoantígens en la T1D. El 
76F reconeix la forma nativa i desnaturalitzada de l’IA2 d’origen humà, 
de rata i de ratolí.  
 
2. L’epítop de reconeixement del 76F està format pels residus FEYQD, 
seqüència localitzada a la regió de juxtamembrana de la molècula d’IA2 
inexistent a IA2b, que forma part d’un dels epítops linears reconeguts 
pels aacs dels pacients afectes de T1D. Aquesta darrera característica 
l’assenyala com una eina molt valuosa en els assaigs que requereixin un 
reconeixement epitòpic específic. Hem utilitzat el 76F per a la 
identificació de dos epítops linears contigus a la regió de JM de 
l’IA2, específics per a aquesta molècula, JM1 (aminoàcids 611-620) i 
JM2  (aminoàcids 621-630), contra els quals va dirigida la majoria 
de la reactivitat dels aacs contra aquesta regió i que són 
reconeguts per una gran part dels sèrums dels familiars de primer 
grau positius per IA2. La presència d’aacs contra un d’aquests epítops 
és pràcticament mútuament excloent i s’associa a diferents genotips 







3. Hem utilitzat el 76F per a la demostració de la regulació diferencial 
d’IA2 i IA2b, dues proteïnes altament homòlogues que formen part 
dels grànuls de secreció i per a la identificació de l’IA2 com una 
proteïna sota la regulació autocrina de la insulina. El contingut d’IA2, 
però no el d’IA2b, augmenta en els illots de rata durant els primers 10 
dies de vida, mentre la secreció d’insulina augmenta en resposta a la 
insulina fins a assolir el nivell adult. En illots de rata en cultiu de 5 dies 
d’edat els nivells de proteïna i RNA d’IA2  es veuen incrementats per la 
glucosa i per agents que potencien la secreció d’insulina via AMPc. 
L’addició d’insulina augmenta els nivells proteics d’IA2 i la biosíntesis 
d’insulina sense cap efecte en els nivells del mRNA de l’IA2. El bloqueig 
de la secreció d’insulina amb diazoxida o de l’acció de la insulina 
mitjançant acs contra el seu receptor inhibeixen els increments en els 
nivells proteics d’IA2 induits per la glucosa però no afecta els nivells de 
mRNA de la proteïna. Els nivells d’expressió d’ IA2b no canvien amb cap 
dels mètodes i agents aplicats. Així, l’IA2 és regulada a nivell de mRNA 
per la glucosa i alts nivells de AMPc, mentre que la insulina secretada 
localment modula els nivells de proteïna d’IA2 tot i estimulant la seva 
biosíntesi. L’expressió d’ IA2b és insensible als factors que modifiquen la 










4. Hem descartat la possible existència d’un patró humoral específic 
de resposta contra la molècula de GAD en individus afectes de SMS 
respecte altres patologies com la T1D i l’APS-II. La prevalença 
incrementada dels aacs contra els epítops NH2-terminal de la molècula 
de GAD65 i contra la molècula de GAD67 així com dels aacs de 
subclasses IgG2, IgG3 i IgG4 detectada en els pacients afectes de SMS 
és un efecte secundari degut a l’alt títol d’aacs d’aquest grup ja que el 
patró de reconeixement dels diferents epítops i subclasses és similar 
quan es compara amb el d’altres grups de pacients seleccionats en base 
a un títol d’aacs semblant.  
 
5. Hem desenvolupat un mètode prou sensible que mitjançant la 
presentació d’un pèptid petit que codifica per un epítop complert a 
l’interior d’una proteïna neutra, tipus la TrxA, permet detectar 
específicament els diferents epítops d’una molècula així com 
l’aplicació de l’anàlisi mutacional que possibilita la identificació 
dels residus clau per a la formació dels epítops i els subseqüents 
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